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1. UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je agronomsko pomembna dvodomna rastlinska vrsta, ki ima 
največjo uporabnost v pivovarski industriji. V Sloveniji je pridelovanje hmelja pomembna 
kmetijska panoga, kljub relativno majhni površini hmeljišč (okoli 1500 hektarjev). 
Gospodarsko uporabna so neoplojena ženska socvetja, tako imenovani hmeljevi storžki, ki 
pa jih najdemo le na ženskih rastlinah hmelja. 
Moške rastline hmelja so pomembne le z vidika žlahtnjenja, ustvarjanja novih sort hmelja, 
s čimer se pri nas ukvarjajo na Inštitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS). V 
hmeljiščih prisotnost moških rastlin ni zaželena, saj oprašitev in oploditev ženskih cvetov 
pomeni prisotnost semen v hmeljevih storžkih, ki storžkom povečajo maso, a zmanjšajo 
njihovo uporabno vrednost in kakovost, saj je prisotnih dosti manj aromatičnih snovi in 
grenčic. Ker je hmelj vetrocvetka, lahko že ena sama moška rastlina v hmeljišču naredi 
ogromno škodo pridelku na večji površini, saj veter lahek hmeljev pelod raznosi daleč 
naokoli. Moška in ženska rastlina se ločita morfološko le po generativnih organih, torej jih 
ločimo šele v fazi cvetenja, kar v praksi pomeni 2 do 3 leta po sajenju rastlin. 
Pri žlahtnjenju so moške rastline zelo pomembne, saj predstavljajo eno od obeh starševskih 
rastlin. Moške rastline, ki se uporabljajo za ta namen, so posajene več kilometrov vstran od 
hmeljišč. V času cvetenja jim poberejo cvetni prah in ga nanesejo na cvetove točno 
določenih ženskih rastlin v hmeljiščih. Tem ženskim rastlinam potem ročno oberejo 
storžke in izluščijo semena. Semena posejejo. Ko zrastejo sejanci, najprej naredijo 
selekcijo za odpornost proti hmeljevi pepelovki (Podosphaera macularis) in hmeljevi 
peronospori (Pseudoperonospora humuli), potem pa sejance ne glede na spol presadijo v 
poskusno hmeljišče. Ko se začne sezona cvetenja hmelja, najmanj enkrat tedensko 
pregledujejo nasad in sproti odstranjujejo vse moške rastline še preden dokončno zacvetijo. 
Ženske rastline nadalje spremljajo in ocenjujejo v procesu žlahtnjenja. Ker je hmelj 
trajnica, ni nujno, da vse rastline zacvetijo že prvo leto, zato je treba nasad spremljati še 
vsaj 1 do 2 sezoni. 
Žlahtnjenje je že samo po sebi dolgotrajen proces. Da bi se izognili zamudnemu izločanju 
moških rastlin iz poskusnega hmeljišča, obenem zasedli manjšo površino v hmeljišču in 
zmanjšali stroške, ki nastajajo zaradi negovanja (presajanje, škropljenje proti boleznim in 
škodljivcem in drugo) teh moških rastlin, ki jih potem tako ali tako odstranijo, so začeli z 
uporabo molekulskih označevalcev DArT (tehnologija razlikovalnih mrež) za določanje 
spola pri hmelju. Tako lahko moške rastline izločijo že v zgodnji fazi rasti; dovolj je 
namreč že, da ima sejanec razvit en zelen list. 
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1.2 NAMEN DELA 
V okviru predhodnega kartiranja treh različnih družin križanja hmelja z molekulskimi 
označevalci DArT (McAdam in sod., 2013) so odkrili 4 molekulske označevalce, ki so bili 
v vseh družinah povezani z moškim spolom. Le-te so posekvencirali in na osnovi 
njihovega zaporedja izdelali specifične začetne oligonukleotide (Čerenak in sod., 2015). 
Namen našega dela je bil izolirati celokupno genomsko DNA iz listov več sto sejancev 
hmelja (Humulus lupulus L.) iz 15 različnih družin križanja in jim na podlagi teh 
molekulskih označevalcev določiti spol že v zgodnji fazi rasti oz. v fazi sejancev. Najprej 
smo poskusili z enim molekulskim označevalcem, nato pa je bil naš cilj vpeljati hkratno 
PCR za več moško specifičnih molekulskih označevalcev hkrati v eni reakciji. Po določitvi 
spola večjemu številu sejancev hmelja s hkratno PCR, smo želeli še vpeljati hitrejši način 
izolacije DNA, da bi skrajšali čas analize. Namnožene fragmente DNA smo vedno ločevali 
z agarozno horizontalno gelsko elektroforezo. Namen dela je bil tudi določiti spol sejancev 
fenotipsko na podlagi morfologije generativnih organov v času cvetenja. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
I. Molekulski označevalci, ki kažejo v treh družinah križanja vezavo na moški spol, so 
vezani na spol tudi pri drugih genotipih hmelja. 
II. Kljub vezavi moško specifičnih molekulskih označevalcev na moške rastline hmelja, 
bomo verjetno v nekaterih primerih videli žensko rastlino z moškim molekulskim 
označevalcem, kar je verjetno posledica rekombinacije. 
III. Razviti metodi PCR in hkratna PCR bosta omogočali identifikacijo moških rastlin in 
tako bo pospešen proces žlahtnjenja. 
IV. Z razvito metodo hkratne PCR z več moško specifičnimi molekulskimi označevalci 
bomo 100 % uspešni pri določanju spola sejancev hmelja. 
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2. PREGLED OBJAV 
2.1 HMELJ, Humulus lupulus L. 
2.1.1 Taksonomija in morfološki opis rastline 
Znotraj družine Cannabaceae (konopljevke) je poleg rodu Cannabis (konoplja) še rod 
Humulus, ki združuje 3 vrste hmelja: H. lupulus L. (evropski hmelj), H. japonicus Sieb. et 
Zucc. (enoletni japonski hmelj) in H. yunnanensis Small (trajni hmelj na Kitajskem) 
(Small, 1978). Avtohtono se H. lupulus nahaja le na severni polobli Zemlje od 35° do 70° 
geografske širine (Milligan in sod., 1999; Gerhäuser in sod., 2002). 
Gojenje hmelja v Evropi je bilo prvič zabeleženo pred več kot 1.000 leti (Kohlmann in 
Kastner, 1976). Gojena evropska vrsta H. lupulus je dvodomna trajnica z enospolnimi 
cvetovi. Je vetrocvetka in ovijalka. Včasih se pojavijo tudi enodomne rastline ali rastline, 
ki imajo dvospolne cvetove (Haunold, 1972; Hough in sod., 1982; Rode in sod., 2002). 
Trajni del pri rastlini hmelja je močno razvita korenika s številnimi koreninami. Koreninski 
sistem ene rastline lahko prodre od 2 do 3 metre v širino in celo do globine 1,5 metra. Nad 
zemljo zrastejo dlakava in v smeri urinega kazalca ovijajoča se enoletna stebla (tako 
imenovane trte) z ogromno oprijemalnimi trihomi. Listi izraščajo iz vsakega nodija, 
njihova razporeditev pa je načeloma nasprotna. Oblika lista je lahko srčasta ali krpata, 
listni rob je nazobčan. Poleg socvetij in listov ter trihomov so na steblu še zalistni brsti. 
Nadzemni del rastline lahko zraste tudi več kot 7 metrov v višino, zato so v hmeljiščih 
opore za rastline (hmeljna žičnica). Za uspešno rast potrebuje hmelj rahla, dobro založena 
in dobro odcedna tla (Baričevič, 1996; Ivančič, 2002). 
 
2.1.2 Cvetenje in identifikacija spola glede na morfološke znake 
Moške in ženske rastline morfološko ločimo le po generativnih organih, saj drugih 
morfoloških razlik med spoloma ni. Hmelj cveti od junija do septembra, odvisno od sorte, 
ločimo namreč zgodnje in pozne sorte (Rode in sod., 2002). 
Ženski cvetovi (Slika 1) sestavljajo socvetje iz 40 do 60 cvetov, ki so na osi socvetja 
(vretencu) razporejeni premenjalno. Socvetje je zgrajeno iz več skupinic z dvema 
krovnima listoma (brakteje), s štirimi prilisti (brakteole) in s štirimi cvetovi. Cvet je 
sestavljen iz pestiča, ki ima majhno plodnico, kratek vrat in dve dolgi brazdi, ter perigona, 
ki je čašaste oblike in delno obdaja plodnico (Baričevič, 1996; Ivančič, 2002; Rode in sod., 
2002). 
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Slika 1: Ženska socvetja (Crellin, 2010a; Teh Hops, 2016; Jones, 2017). 
(A) Žensko socvetje na sliki je povečano in je v naravni velikosti veliko okoli 10 mm. (B) Na sliki so 4 
ženska socvetja; velikost posameznega socvetja v naravni velikosti je okoli 10 mm. (C) Slika prikazuje zrela 
ženska socvetja oz. tako imenovane storžke, ki so v naravni velikosti veliki oz. dolgi približno od 20 do 45 
mm, odvisno od zrelosti in sorte hmelja. 
Moški cvetovi (Slika 2), ki so združeni v grozdasta socvetja, imajo cvetno odevalo iz petih 
venčnih listov rumenkasto zelene barve. En cvet ima 5 prašnikov, ki proizvedejo velike 
količine lahkega in suhega cvetnega prahu, katerega prenaša veter. Moške rastline so s 
stališča človeka potrebne le z vidika žlahtnjenja in pridobivanja novih sort (Baričevič, 
1996; Ivančič, 2002). 
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Slika 2: Moško socvetje (Crellin, 2010b; Fenwick, 2010). 
(A) Na sliki je pomanjšano moško grozdasto socvetje pri rastlini hmelja, ki lahko v naravni velikosti doseže 
okoli 25 cm. (B) Slika prikazuje povečan moški cvet pri hmelju. Naravna velikost posameznega razvitega 
moškega cveta je okoli 5 mm. (C) Povečano moško socvetje s cvetovi, ki so v naravni velikosti veliki okoli  
5 mm. 
Ekonomsko vrednost ima le ženska rastlina. Njena zrela socvetja, ki imajo povečane 
predliste in ovršne liste, centralno vretence pa podaljšano, imenujemo hmeljevi storžki 
(Slika 1). Ti so na dnu krovnih listov in prilistov polni lupulinskih žlez, ki vsebujejo rumen 
prah lupulin, ki sestoji iz hmeljnih smol, eteričnih olj, polifenolnih spojin in še nekaterih 
drugih snovi (Hough in sod., 1982; Zupanec, 1991; Rode in sod., 2002). Komponente 
lupulina vplivajo na grenčico in aromo piva in ga konzervirajo (Moir, 2000). Lupulin lahko 
predstavlja od 15 do 32 % mase suhega storžka, odvisno od števila in velikosti lupulinskih 
žlez, kar pa je odvisno od genotipa. Ta odstotek je manjši, če pride do oploditve ženskega 
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socvetja in razvoja semen, zato to ni zaželeno (Šuštar, 1992). Storžke s semeni in tiste brez 
se da ločiti že vizuelno, saj imajo oplojeni cvetovi močneje podaljšane predliste, centralno 
vretence storžka pa je prav tako podaljšano in debelejše. Osemenjeni storžki imajo manj 
lupulinskih žlez, koti med kolenci v vretencu so večji, tudi sami storžki so večji in manj 
zbiti (Rode in sod., 2002). 
Storžki so pomembni v pivovarski industriji ne le zaradi grenčice in arome, ampak tudi 
zaradi antiseptičnega delovanja hmeljnih sestavin. Hmelj je tudi vir antikancerogenih in 
fitoestrogenih substanc (Milligan in sod.,1999; Gerhäuser in sod., 2002). Hmeljevi storžki 
služijo kot vir ksantohumola, ki dokazano vpliva na rakave celice, ter vir 8-
prenilnaringenina, ki je eden najmočnejših fitoestrogenov (Zanoli in Zavatti, 2008). 
 
2.1.3 Kariotip hmelja in spol glede na genotip 
Večina cvetnic je hermafroditskih oz. enodomnih, le 6 % je dvodomnih (Renner in 
Ricklefs, 1995). Dvodomne rastline so se najbrž razvile iz prednikov s hermafroditskim 
cvetom (Westergaard, 1958). 
Hmelj je dvodomna trajnica. Kultivirane evropske sorte hmelja so večinoma diploidne  
(2n = 20), in sicer imajo 20 kromosomov, od katerih je 9 parov avtosomov in 1 par spolnih 
kromosomov, ki je pri ženski rastlini tipa XX, pri moški rastlini pa XY (Winge, 1929). 
Včasih se pri potomcih specifičnih križanj pojavijo tudi enodomne rastline hmelja, ki so 
diploidne, a je ta pojav bolj pogost v primeru poliploidnih rastlin (Haunold, 1991). 
Enodomne rastline hmelja so največkrat pretežno moške, lahko pa so tudi pretežno ženske 
ali pa imajo razmerje med prisotnimi moškimi in ženskimi cvetovi 1:1 (Neve, 1961; 
Shephard in sod., 2000; Škof in sod., 2012a). 
Kariotip hmelja je bil prvič natančno opisan z uporabo metode FISH (fluorescenčna in situ 
hibridizacija), barvanjem z DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol) in standardnimi metodami 
za kariotipizacijo (Karlov in sod., 2003). Pred tem je bilo kariotipiziranje hmelja brez 
uporabe teh metod in tehnik mogoče samo na podlagi morfologije kromosomov (Haunold, 
1991). 
Pri moških rastlinah pa ni prisoten samo enostavni sistem spolnih kromosomov XY 
(Winge, 1929), temveč je lahko tudi sistem multiplih spolnih kromosomov. Izkazalo se je, 
da je spol pri hmelju odvisen tako od genov lociranih na avtosomih kot tudi na kromosomu 
X; odvisen je od razmerja oz. ravnotežja med številom kromosomov X ter številom setov 
avtosomov, podobno kot je to pri rastlini Rumex acetosa L. (Neve, 1961). Ugotovili so tudi 
vpliv kemikalij na ekspresijo spola, in sicer, da eksogena aplikacija šibkega sintetičnega 
avksina inducira razvoj moških rastlin pri hmeljevi sorti Fuggle (Weston, 1960). 
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Ugotovljeno je bilo, da kromosom Y pri hmelju naj ne bi bil potreben za ekspresijo 
moškega spola, a je po drugi strani nujen za plodnost peloda. Kar se tiče velikosti samih 
spolnih kromosomov je kromosom Y pri hmelju v nasprotju z ostalimi dvodomnimi 
rastlinami manjši od kromosoma X (Parker in Clark, 1991; Shephard in sod., 1999). Ne 
samo, da je manjši od kromosoma X, naj bi bil celo najmanjši kromosom v kariotipu 
moške rastline hmelja (Karlov in sod., 2003; Divashuk in sod., 2011). Ravno to je morda 
razlog za ugotovitve študije Škof in sod. (2012a), da je količina jedrne DNA pri moških 
rastlinah manjša kot pri ženskih. 
Divashuk in sod. (2011) so prvi poročali o prepričljivem citogenetskem molekulskem 
označevalcu za identifikacijo spolnih kromosomov v H. lupulus. Klonirali in sekvencirali 
so novo, za H. lupulus specifično, satDNA za subtelomerna zaporedja imenovana HSR1, ki 
so dolga 384 bp. Z metodo FISH so ugotovili, da lahko metafazne avtosome, kromosome 
X in kromosom Y ločijo glede na lego zaporedja HSR1, saj so zaporedja HSR1 pri 
avtosomih locirane na subtelomerah, pri kromosomih X blizu centromere in pri 
kromosomu Y na enem delu subtelomere dolgega kraka. 
Podobno študijo so naredili tudi na japonskem hmelju (H. japonicus). Prvič so izolirali in 
opisali novo satDNA za subtelomerno zaporedje HJSR za identifikacijo mitotičnih in 
mejotičnih kromosomov pri tej vrsti s pomočjo metode FISH (Alexinrov in sod., 2012). 
Kariotip japonskega hmelja se razlikuje od kariotipa evropskega, a sistem, ki določa spol, 
je enak (razmerje oz. ravnotežje med številom kromosomov X ter številom setov 
avtosomov). Pri japonskem velja 2n = 17 = 14 + XY1Y2 za moške rastline in  
2n = 16 = 14 + XX za ženske rastline (Parker in Clarck, 1991; Shephard in sod., 2000; 
Ming in sod., 2007; Ming in sod., 2011). 
Ker spol ni vezan samo na prisotnost oz. odsotnost spolnega kromosoma Y, je bilo treba 
iskati druge načine za določanje spola. 
 
2.2 MOLEKULSKI OZNAČEVALCI PRI HMELJU 
Pri hmelju so bili preizkušeni različni molekulski označevalci za različne lastnosti hmelja: 
- za tipizacijo DNA: naključno pomnožena polimorfna DNA (RAPD), mikrosateliti 
in sekvenčno označena mesta (STS) (Brady in sod., 1996), 
- za oceno genetske diverzitete hmelja: polimorfizem dolžin pomnoženih delov 
(AFLP) (Hartl in Seefelder, 1998; Henning in sod., 2004); AFLP in mikrosateliti 
(Jakše in sod., 2001); RAPD, AFLP, zaporedja med ponovitvami (ISSR) in STS 
(Patzak, 2001); mikrosateliti (Hadonou in sod., 2004); STS (Patzak in sod., 2007); 
STS in mikrosateliti (Patzak in sod., 2010a; Patzak in sod., 2010b), 
- za preučevanje genetske povezanosti hmelja v kultivarjih: RAPD (Šuštar-Vozlič in 
Javornik, 1999), 
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- za oceno genetske diverzitete hmelja in filogenetskih odnosov med akcesijami 
hmelja: AFLP (Seefelder in sod., 2000a), 
- za preučevanje polimorfizmov pri hmelju: ISSR (Danilova in sod., 2003), 
- za razločevanje avtohtonega in kultiviranega hmelja: mikrosateliti (Jakše in sod., 
2004); AFLP (Townsend in Henning, 2009), 
- za analizo DNA divjega hmelja: mikrosateliti (Murakami in sod., 2006), 
- za kartiranje hmelja: AFLP in mikrosateliti (Čerenak in sod., 2006; Čerenak in sod., 
2009), 
- za preučevanje genetske strukture hmelja: mikrosateliti (Stajner in sod., 2008; 
Bassil in sod., 2008), 
- za oceno genetske diverzitete hmelja in filogenetskih odnosov med akcesijami 
hmelja: AFLP (Seefelder in sod., 2000a), 
- za primerjavo divjih akcesij in kultivarjev hmelja: STS in mikrosateliti (Peredo in 
sod., 2010), 
- za določanje kvantitativnih lokusov za občutljivost na hmeljevo pepelovko: AFLP, 
DArT in mikrosateliti (Henning in sod., 2011), 
- za genotipiziranje različne dednine pri hmelju: DArT (Howard in sod., 2011), 
- za določanje različnih kvantitativnih lokusov (QTL): DArT (McAdam in sod., 
2013), 
- za določanje kvantitativnih lokusov za odpornost proti verticilijski uvelosti hmelja: 
DArT in še drugi (skupno 6 različnih) tipi molekulskih označevalcev (Jakše in sod., 
2013), 
- polimorfizmi posameznih nukleotidov (SNP): za iskanje genov za rezistenco proti 
glavnim patogenom hmelja (Majer in sod., 2014), in Pseudoperonospora humuli 
(Henning in sod., 2016), 
- vezani na spol: RAPD (Polley in sod., 1997; Čerenak in Javornik, 1999); AFLP, 
RAPD in mikrosateliti (Seefelder in sod., 2000); ISSR (Danilova in Karlov, 2006); 
mikrosateliti (Jakše in sod., 2008); DArT (Howard in sod., 2011; Škof in sod., 
2012b; Čerenak in sod., 2015) 
- in drugi. 
Molekulski označevalci povezani z določanjem spola pri hmelju so navedeni in širše 
opisani v podpoglavju 2.2.2 in 2.2.3.1. 
 
2.2.1 Molekulski označevalci vezani na izražanje spola pri rastlinah 
Molekulski označevalci so lahko orodje za identifikacijo spola dvodomne rastline še pred 
vstopom v reproduktivno fazo. Spol lahko tako določimo še preden je vidna morfološka 
razlika med spoloma. Najpogostejši pristop za iskanje tovrstnih molekulskih označevalcev 
je metoda združevanja vzorcev DNA (Jakše in sod., 2008). Na ta način so odkrili 
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molekulske označevalce za spol pri papaji (Deputy in sod., 2002), kiviju (Gill in sod., 
1998), asparagusu (Jiang in Sink, 1997; Reamon-Buttner in Jung, 2000), belemu 
šampinjonu (Zhang in sod., 1998), figi (Parrish in sod., 2004), vrbi (Alstrom-Rapaport in 
sod., 1998) in špinači (Khattak in sod., 2006). V več študijah so našli molekulske 
označevalce tudi na spolnih kromosomih konoplje (Cannabis sativa L.), ki je najbližja 
sorodnica hmelja (Mandolino in sod., 1999; Törjek in sod., 2002; Flachowsky in sod., 
2001; Rode in sod., 2005). 
Na splošno so v večini primerov molekulski označevalci za spol pri dvodomnih rastlinah 
vezani na moški spol in ne na ženskega (Ainsworth, 2000). 
 
2.2.2 Molekulski označevalci vezani na izražanje spola pri hmelju 
Glede na to, da kariotip hmelja vsebuje spolni kromosom Y, ki se prenaša iz generacije v 
generacijo le po moški liniji, so najprej predvidevali, da naj bi bili vsi polimorfizmi na 
kromosomu Y moško specifični. Polley in sod. (1997) so na podlagi ene družine križanja 
našli 32 fragmentov RAPD, vezanih na kromosom Y, ki so značilni samo za moške 
rastline. Ko so teh 32 molekulskih označevalcev preizkusili na drugih križancih (križancih 
z drugimi starševskimi rastlinami), so se le trije izkazali za resnično moško specifične. 
Tako so predvidevali, da so ti 3 molekulski označevalci specifični za moške rastline hmelja 
H. lupulus, ne glede na njihov izvor. Kasneje so z analizami hibridizacije ugotovili, da se 2 
od teh molekulskih označevalcev verjetno vežeta na ponavljajoča zaporedja DNA, ki so 
locirana tudi na avtosomih in so enakomerno razporejena na kromosomih X in Y, tretji 
molekulski označevalec (izmed vseh v raziskavi najbolj obetaven) pa se je res pretežno 
vezal na zaporedja na kromosomu Y, na DNA ženske rastline pa se je hibridiziral le šibko 
(Polley in sod., 1997). Čerenakova in Javornikova (1999) sta objavljeni označevalec 
preizkusili v slovenskem žlahtniteljskem programu pri 10 ženskih in 10 moških genotipih 
različnega genskega izvora ter 235 križancih, vendar se označevalec ni namnožil pri 
diploidni in tetraploidni obliki japonskega moškega hmelja No3-38. 
Seefelder in sod. (2000) so prvi konstruirali gensko karto moške in ženske rastline 
evropskega hmelja H. lupulus s pomočjo dvojnega psevdotestnega križanja na podlagi 217 
AFLP, 4 RAPD in 3 mikrosatelitskih polimorfizmov. 24 molekulskih označevalcev je bilo 
spolno specifičnih, vezali pa so se na skupine vezanih molekulskih označevalcev 
(Seefelder in sod., 2000). 
Danilova in Karlov (2006) sta bila uspešna pri razvoju molekulskih označevalcev z metodo 
ISSR-PCR na rastlinah hmelja ruskega in evropskega izvora. Preizkus 22 začetnih 
oligonukleotidov za ISSR-PCR je bil dovolj, da so našli 2 moško specifična fragmenta. Na 
podlagi zaporedij so načrtovali 2 para začetnih oligonukleotidov, ki so jih preizkusili na 
moških rastlinah ruskega izvora ter ženskih rastlinah ruskega, evropskega in ameriškega 
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izvora. Tako so pokazali, da bi lahko z ISSR-PCR razvili molekulske označevalce za spol 
dokaj enostavno in poceni ter v krajšem času v primerjavi z RAPD, saj pri metodi  
ISSR-PCR ni potrebnih nobenih vnaprejšnjih informacij o zaporedju DNA (Danilova in 
Karlov, 2006; Polley in sod., 1997). 
 
2.2.3 Molekulski označevalci DArT 
Osnova za študijo v tem magistrskem delu so molekulski označevalci DArT. 
Tehnologija DArT je genotipizacijska metoda, ki temelji na hibridizaciji in na 
mikromrežah ter omogoča detekcijo različnih sprememb na DNA: polimorfizme 
posameznih nukleotidov (SNP), indele, različice v številu kopij (CNV) in metilacije 
(Kilian in sod., 2005). Leta 2001 jo je uvedel dr. Andrzej Kilian z namenom izogiba 
določenim omejitvam pri ostalih tehnologijah kot so recimo RFLP, AFLP in SSR.  
Teoretično lahko to metodo apliciramo na čisto vsak organizem (James in sod., 2008). 
Molekulski označevalci DArT generirajo odtise celotnega genoma z beleženjem prisotnih 
in odsotnih fragmentov DNA v genomski DNA. Sestava neznanega vzorca je dešifrirana s 
pomočjo hibridizacije na mikromreže. Mreža je ustvarjena za določeno vrsto in vsebuje 
sonde, ki so ustvarjene iz seta genotipov, da pokrivajo celoten genski sklad te vrste (Wenzl 
in sod, 2008). 
Prednosti tehnologije DArT so: 
 ni potrebna preliminarna informacija o zaporedju, ki ga želimo preučiti, obenem pa 
je večja verjetnost, da bomo našli različna zaporedja, ki bi jih s kakšno drugo 
tehnologijo morda zgrešili, 
 tehnologija pokriva visok nivo variacij in ponuja potencial za visoko zmogljivost 
analize molekulskih označevalcev in samega vzorca, 
 prisotnost molekulskega označevalca DArT je bolj določena s hibridizacijo  
DNA-DNA kot z dolžino fragmenta, zato je možnost za nejasno in dvoumno 
ovrednotenje manjša kot pri drugih metodah (Bussell in sod., 2005), 
 tehnologija je zelo učinkovita, saj ponudi visoko število potencialnih molekulskih 
označevalcev, 
 odvečnih molekulskih označevalcev DArT ni veliko in se jih da enostavno določiti, 
 molekulskim označevalcem DArT se da enostavno določiti nukleotidno zaporedje, 
 s to tehnologijo lahko prepoznamo genetske hibride in himerne okoljske vzorce 
(Wenzl in sod., 2004; James in sod., 2008). 
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2.2.3.1 Molekulski označevalci DArT pri hmelju 
Howard in sod. (2011) so bili prvi, ki so DArT prenesli v genotipizacijo hmelja. Na ta 
način so identificirali 730 polimorfnih molekulskih označevalcev pri 92 akcesijah hmelja 
(32 divjih in 60 kultiviranih akcesijah). Akcesije so izvirale iz Evrope, Severne Amerike in 
Avstralije. Ugotovitve te raziskave so bile, da je metoda poceni, hitra in učinkovita v 
primerjavi z ostalimi genotipizacijskimi metodami za iskanje molekulskih označevalcev. 
Prav tako je bila kakovost molekulskih označevalcev pridobljenih s to tehnologijo pri 
hmelju podobna kakovosti molekulskih označevalcev pridobljenih z DArT pri drugih 
vrstah. Za razliko od molekulskih označevalcev uporabljenih v SSR, ISSR, AFLP in 
RAPD, ki izvirajo pretežno iz ponavljajočih nekodirajočih delov genoma, so molekulski 
označevalci DArT del genoma, ki kodira gene (Howard in sod., 2011). 
Na podlagi omenjene študije z DArT (Howard in sod., 2011) so Škof in sod. (2012b) 
izbrali 8 molekulskih označevalcev, ki so bili tesno povezani z moškim spolom pri 
rastlinah hmelja, in jih uvedli direktno v žlahtniteljski program (Čerenak in sod., 2015). 
Z optimizacijo programa PCR za namnoževanje teh 8 molekulskih označevalcev so 
ugotovili, da so za določanje spola uporabni 4 molekulski označevalci (M1, M2, M4 in 
M28), ki so jih preizkusili na 157 genotipih hmelja z znanim spolom (115 ženskih in 42 
moških rastlin). V analizo so vključili tako sorte in divje genotipe z različnih geografskih 
lokacij kot tudi križance hmelja. Nobeden od teh 4 molekulskih označevalcev se ni 
pomnoževal v nobeni rastlini hmelja ženskega spola. Pri nekaterih moških genotipih so 
manjkali posamezni pomnožki. Do nenamnoževanja je prišlo le pri križancih in moških 
rastlinah neevropskega porekla (japonskega ali ameriškega). S kombinacijo vseh 4 
molekulskih označevalcev pa so lahko vsem moškim rastlinam pravilno določili spol (Škof 
in sod., 2012b; McAdam in sod., 2013; Čerenak in sod., 2015). 
Nadalje so za preliminarno raziskavo molekulskega določanja spola izbrali 2 molekulska 
označevalca, in sicer M1 in M28, ter z njima (z vsakim posebej) poskusili določiti spol 382 
rastlinam iz 15 družin križanja. Te družine križanja so izbrali na podlagi njihovega 
različnega genetskega izvora. Analizirane križance so posadili na poskusno hmeljišče na 
Inštitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v Žalcu in jim v času cvetenja 
spol določili še glede na morfologijo socvetij. Po določitvi odstotka pravilnosti določenega 
spola so ugotovili, da so spol z izbranima molekulskima označevalcema M1 in M28 
določili pravilno pri 88 % moških rastlin in 100 % ženskih rastlin oz. pri 98 % križancev, 
ki so bili vključeni v raziskavo. Ugotovili so tudi, da se delež pravilno določenega 
moškega spola povečuje s številom uporabljenih molekulskih označevalcev (Čerenak in 
sod., 2015).  
Glede na rezultate so pričakovali, da bo odstotek pravilno določenega spola še večji, če bo 
v analizo vključenih več molekulskih označevalcev. Zato so razvili začetne 
oligonukleotide za hkratno PCR s 4 molekulskimi označevalci za moški spol z različno 
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dolgimi pomnožki hkrati v eni reakciji. To bi omogočilo hitrejšo in bolj natančno 
določanje moškega spola. Molekulske označevalce DArT z znanim nukleotidnim 
zaporedjem so uspešno pretvorili v molekulske označevalce SCAR (z zaporedjem 
določena regija pomnoževanja) in z njimi skušali optimizirati hkratno PCR (Čerenak in 
sod., 2015, Škof in sod., 2012b). 
Nadaljevanje te študije je predmet raziskovanja v mojem magistrskem delu. 
 
2.3 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO 
Verižna reakcija s polimerazo, s kratico PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), je ena 
izmed najpomembnejših in najuporabnejših laboratorijskih tehnik, ki je hkrati cenovno 
dostopna in hitra. Osnovana je na naravnem procesu, ki se izvaja v celicah pri 
podvojevanju DNA. Z njo lahko iz zelo majhnih vzorcev DNA in vzorcev DNA, ki so 
slabše kakovosti, pomnožimo specifične fragmente DNA in vitro. Možnost uporabe te 
metode je velika; od določanja nukleotidnega zaporedja, detekcije različnih virusnih 
obolenj do določanja stopnje sorodnosti med organizmi (Boyer, 2002). 
Za zasnovo PCR so bili leta 1980 zaslužni Kary Mullis in njegovi sodelavci (Saiki in sod., 
1985); Kary Mullis je leta 1993 za to tudi dobil Nobelovo nagrado za kemijo (Lawyer in 
sod., 1989). 
Osnovna zmes za PCR, ki jo dodamo k matrični DNA, sestoji iz: deionizirane vode, pufra, 
MgCl2, deoksiribonukleozidtrifosfatov (dNTP: dATP, dCTP, dGTP in dTTP), začetnih 
oligonukleotidov in encima DNA-polimeraze, ki je termostabilna. Vsaka od naštetih 
komponent ima pomembno vlogo v reakciji. Voda predstavlja medij za vse preostale 
komponente. Pufer vzdržuje ustrezen pH v reakciji in optimalno okolje za delovanje 
encima. Mg
2+
 ioni, ki izhajajo iz MgCl2, tvorijo kompleks z dNTP, začetnimi 
oligonukleotidi in matrično verigo DNA ter so kofaktor DNA-polimeraze. dNTP so 
gradniki, ki jih encim vgrajuje v novo nastalo verigo DNA. Začetna oligonukleotida sta 
komplementarna začetnemu in končnemu delu DNA fragmenta, ki ga želimo namnožiti 
(Innis in sod., 1990). 
Pri tej metodi večkrat ponovimo cikel denaturacije, hibridizacije in sinteze DNA s 
spreminjanjem temperature reakcijske zmesi. V vsakem ciklu se iz ene posamezne DNA 
molekule sintetizirata 2 identični, ki v naslednjem ciklu služita kot matrici. Koncentracija 
tarčne matrice DNA tako tekom procesa PCR eksponentno narašča (Boyer, 2002). 
Tehnika PCR se začne z iniciacijsko stopnjo imenovano začetna denaturacija, kjer se 
reakcijska zmes segreje na 94–95 °C. Nato sledijo tri stopnje, ki se zaporedno in ciklično 
ponavljajo: denaturacija, prileganje začetnih oligonukleotidov in sinteza DNA. Z 
denaturacijo pri 95 °C ločimo verigi matrične DNA, saj se prekinejo vodikove vezi med 
13 
Sehur P. Določanje spola sejancev hmelja s pomočjo molekulskih označevalcev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
baznimi pari komplementarnih DNA verig. Za prileganje začetih oligonukleotidov mora 
biti temperatura nižja, prilagojena glede na temperaturo tališča (Tm) začetnih 
oligonukleotidov. Na tej stopnji se začetna oligonukleotida vežeta z ustreznimi 
komplementarnimi regijami, njuna 3'-konca pa sta usmerjena drug proti drugemu. Začetna 
oligonukleotida določata začetni mesti podvajanja želenega segmenta DNA, hkrati pa 
služita kot začetna oligonukleotida s 3'–OH skupino za sintezo DNA. Zadnja stopnja je 
sinteza DNA, ki jo omogoča encim DNA-polimeraza. Encim z dodajanjem dNTP 
podaljšuje začetni oligonukleotid in tako sintetizira verigo DNA. Na tej stopnji je, v 
primeru DNA-polimeraze Taq, temperatura 72 °C. Po koncu tretje stopnje zadnjega cikla 
ponovitev sledi še zaključno podaljševanje DNA, kjer encim DNA-polimeraza pri 
temperaturi 72 °C dokonča sintezo vseh še nepodvojenih verig DNA (Boyer, 2002). 
Avtomatizacija PCR je bila omogočena leta 1985, ko so izolirali termostabilni encim 
DNA-polimeraze iz bakterije Thermophilus aquaticus (Lawyer in sod., 1989). Pred tem je 
bila DNA-polimeraza izolirana iz E. coli in ni prenesla temperature 95 °C, ki je potrebna 
za denaturacijo DNA. Naprava, v kateri danes poteka avtomatiziran proces PCR, je tako 
sposobna izvedbe ogromno ciklov replikacije in s tem produciranja milijarde kopij DNA 
fragmentov v samo nekaj urah (Barlett in Stirling, 2003). 
 
2.3.1 Hkratna PCR 
Odkar je bilo leta 1988 prvič opisano, da se lahko s PCR hkrati podvojuje več lokusov v 
človeškem genu za distrofin (Chamberlain in sod., 1988), je hkratna PCR postala splošno 
uveljavljena metoda za identifikacijo patogenov, presejanje glede na spol, analize genske 
povezanosti, forenzične študije, diagnosticiranje genetskih bolezni in podobno dalje. 
Hkratna PCR je lahko sistem dveh amplikonov, lahko pa omogoča podvojevanje celo 13 
ali pa še več ločenih regij DNA (Slika 3). Hkratna PCR je lahko končna točka analize ali 
pa preliminarna za nadaljnje analize, kot so recimo sekvenciranje in hibridizacija. Koraki 
za razvoj hkratne PCR in prednosti podvojevanja več fragmentov DNA hkrati so podobni 
pri vseh organizmih (Edwards in Gibbs, 1994). 
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Slika 3: Shematski prikaz hkratne PCR (Multiplex PCR, 2017). 
V splošnem ločimo dve kategoriji hkratne PCR: prvo, ko z različnimi pari začetnih 
oligonukleotidov pomnožujemo specifične regije znotraj ene matrične DNA; ter drugo, ko 
imamo v eni reakcijski mikrocentrifugirki različne pare začetnih oligonukleotidov in hkrati 
tudi več različnih matričnih DNA (Multiplex PCR, 2017). 
Medtem ko je uporaba posameznih molekulskih označevalcev pri žlahtnjenju rastlin in 
raziskavah dobro raziskana, pa aplikacija le teh v hkratni PCR ni tako zelo pogosta, saj je 
relativno zahtevna za vpeljavo in optimizacijo (Hayden, 2008). Razvoj hkratne PCR pri 
rastlinah otežuje tudi velik genom in pogost pojav poliploidije (Donini, 1998). Ozko grlo 
za hkratno PCR so pogosto nezaželene interakcije začetnih oligonukleotidov ter 
nespecifične amplifikacije (Elnifro, 2000). 
Za uspešno hkratno PCR je nujno potrebno ustrezno načrtovanje začetnih 
oligonukleotidov, da tako preprečimo nespecifično pomnoževanje. Poleg klasičnih 
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parametrov za načrtovanje, ki so pomembni tudi pri navadni PCR, je pomembna njihova 
dolžina, ki je ponavadi okoli 18 do 22 bp. Pomembna je tudi temperatura prileganja 
začetnih oligonukleotidov, saj se ponavadi uporabljajo skupaj začetni oligonukleotidi s 
podobno temperaturo prileganja; ponavadi je ta temperatura med 55 in 65 °C. Še posebej, 
ker je pri reakcijah z multiplimi tarčnimi zaporedji prisotna nekakšna tekmovalnost, je 
pomembna specifičnost za tarčna zaporedja, pomembno pa je tudi preprečiti formiranje 
dimerov iz začetnih oligonukleotidov (Multiplex PCR, 2017). 
Prednosti hkratne PCR so notranje kontrole za indikacijo lažno pozitivnih rezultatov zaradi 
kontaminacij in lažno negativnih rezultatov zaradi neuspele reakcije, manjši stroški, ker 
pomnožujemo več molekulskih označevalcev v eni reakciji namesto v večih ter boljša in 
lažja indikacija kvalitete in kvantitete matrične DNA (Edwards in Gibbs, 1994; Multiplex 
PCR, 2017). 
 
2.3.2 PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov 
Pri PCR je pogost pojav šibkih nespecifičnih pomnožkov. Na to vplivajo koncentracije 
Mg
2+
, H
+
, dNTP-jev, začetnih oligonukleotidov in pa parametri samega programa PCR. 
Najpomembnejši parameter za uspešno izpeljano PCR je temperatura prileganja začetnih 
oligonukleotidov. Od tod so prišli na idejo o PCR s padajočo temperaturo prileganja 
začetnih oligonukleotidov (kratica TD PCR, iz angleške besedne zveze »touchdown PCR«) 
(Don, 1991; Roux, 1994; Hecker in Roux, 1996). 
Za prvi cikel takšne PCR je značilna malo višja temperatura prileganja začetnih 
oligonukleotidov (odvisno od izbranih začetnih oligonukleotidov; temperatura je od 5 do 
10 °C višja), potem pa pri prvih ciklih (koliko je takšnih ciklov, je odvisno od 
eksperimenta) za 1 ali 2 °C nižja pri vsakem naslednjem ciklu. Temperatura tako s cikli 
pada vse dokler ni dosežena ustrezna temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov (ta 
je enaka ali 25 °C nižja od temperature prileganja začetnih oligonukleotidov), potem pa 
se pri vseh naslednjih ciklih do konca procesa PCR ta temperatura ponavlja, in se več ne 
niža (Don, 1991; Roux, 1994; Hecker in Roux, 1996). 
Ta pristop se je izkazal za uporabnega pri optimizaciji PCR brez zamudnega in težavnega 
optimiziranja ter ponovnega načrtovanja začetnih oligonukleotidov, saj je osredotočen 
samo na eno spremenljivko – temperaturo. Do nespecifične vezave pride po navadi pri 
nižjih temperaturah prileganja. S PCR s padajočo temperaturo prileganja dosežemo, da se 
začetni oligonukleotidi najprej vežejo z matrično DNA zelo specifično. Čeprav potem 
temperatura z vsakim ciklom pada na temperaturo, pri kateri po navadi prihaja do 
nespecifičnega pomnoževanja, je naš želen pomnožek v prednosti, saj se je že pomnožil v 
prvih ciklih amplifikacije (Don, 1991; Roux, 1994; Hecker in Roux, 1996). 
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Predlagajo, da bi morala biti PCR s padajočo temperaturo začetnih oligonukleotidov 
rutinsko v uporabi namesto klasičnega PCR, ne pa samo kot optimizacijski proces (Don, 
1991; Roux, 1994; Hecker in Roux, 1996). 
 
2.4 HITRA IZOLACIJA DNA 
Najpomembnejši del molekulskih študij je izolacija ustrezno kakovostne DNA. Zato je 
izbira primernega protokola za izolacijo DNA nujno potrebna. Klasične izolacije rastlinske 
DNA so dolgotrajne in vključujejo uporabo za zdravje nevarnih kemikalij, izolacijski 
kompleti za hitro izolacijo pa so zelo dragi (Yari in sod, 2013). Kadar je v analizo 
vključenih veliko število vzorcev, ki jih je potrebno preučiti kar se da hitro, je ključnega 
pomena hitra, a hkrati učinkovita in čim cenejša metoda izolacije DNA (Xu in sod., 2005). 
Po pregledu literature sem ugotovila, da pri hmelju do zdaj hitra izolacija DNA še ni bila 
opisana. Je pa bila pri mnogih drugih organizmih, tudi pri rastlinah. 
Yari in sod. (2013) so hitro in uspešno izolirali DNA iz majhne količine svežih mladih 
listov različno starih sejancev riža, uporabili pa so le pufer TE z različnimi koncentracijami 
EDTA, mikrocentrifugirke in nastavke za pipete. Hoteli so se tudi izogniti nevarnim 
kemikalijam (tekoči dušik, ß-merkaptoetanol, kloroform) in pripomočkom, ki niso del 
opreme vsakega laboratorija, a so po navadi sestavni del tovrstnih protokolov (npr. 
cirkonijeve in jeklene kroglice). V protokol so vključili samo inkubacijo vzorcev v vreli 
vodi (100 °C), vibracijsko mešanje, centrifugiranje in inkubacijo pri sobni temperaturi. 
Ugotovili so, da je bila za izolacijo DNA optimalna starost sejanca riža 4 tedne, optimalna 
koncentracija EDTA v pufru TE pa 1 mM. 
Pufer TE sestoji iz EDTA in Tris-HCl. EDTA je pogosto del izolacijskega pufra, saj zaradi 
vezave Mg-ionov, ki so kofaktorji nukleaz, zaščiti DNA pred nukleazami. Tris-HCl 
vzdržuje ustrezen pH (Yari in sod., 2013). 
Uspešna hitra izolacija DNA je otežena, če na rastlini ni prisotnih mladih listov, saj je v 
starejših listih lahko prisotnih veliko več sekundarnih metabolitov (polisaharidi, polifenoli, 
tanini, eterična olja in podobno), npr. pri vinski trti (Vitis vinifera) (Lodhi, 1994). Ti se 
lahko ireverzibilno vežejo s proteini in nukleinskimi kislinami v velike komplekse z veliko 
molekulsko maso, hkrati pa naredijo DNA (predvsem se z DNA vežejo polisaharidi) 
nedostopno za encim DNA-polimeraza v procesu PCR (Rathnayake, 2014). Khanuja in 
sod. (1999) so razvili protokol za hitro izolacijo iz različnih suhih in svežih tkiv rastlin, ki 
imajo v celicah prisotne velike količine sekundarnih metabolitov (Allium sativum, 
Artemisia annua, Bacopa monnieri, Catharanthus roseus, Cymbopogon winterianus, 
Pelargonium graveolens, Mentha arvensis, Ocimum kilmandscharicum, Taxus wallichiana 
in Vetiveria zizanioides). Visoke koncentracije polifenolov so odstranili z dodajanjem  
17 
Sehur P. Določanje spola sejancev hmelja s pomočjo molekulskih označevalcev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
ß-merkaptoetanola, visoke koncentracije polisaharidov pa z dodajanjem visokih 
koncentracij NaCl. 
Protokol za hitro izolacijo so vpeljali tudi za liste bombaža (Zhang in Stewart, 2000), za 
prvi razviti list pšenice (Hill-Ambroz in sod., 2002), za seme koruze (Jinglun in sod., 
2005), za rozetni list navadnega repnjakovca (Kasajima in sod., 2004), za delček semena 
soje (Kamiya in Kiguchi, 2003), za semena vinske trte (Rathnayake, 2014) in druge.  
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3. MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Rastline hmelja za pozitivne kontrole v PCR  
Pri začetnem optimiziranju smo analizirali rastline hmelja H. lupulus z znanim spolom. 
Tudi pri izolaciji celokupne genomske DNA za nadaljnje molekulske analize določanja 
spola smo imeli vedno kontrole, in sicer rastline hmelja z znanim spolom: 2 rastlini hmelja 
moškega spola in 1 rastlino hmelja ženskega spola. 
Vse uporabljene kontrolne rastline so povzete v Preglednici 1. 
Preglednica 1: Rastline hmelja z znanim spolom uporabljene kot kontrole. 
Oznaka 
kontrolne 
rastline v 
magistrski 
nalogi 
Ime rastline 
Spol 
rastline 
Uporabljena pri postopku 
PCR z enim 
molekulskim 
označevalcem 
(M28) 
PCR z enim 
molekulskim 
označevalcem 
Hkratna 
PCR 
Optimizacija 
hkratne PCR 
Vzpostavitev 
metode hitre 
izolacije 
1 3/3 moški x x x x x 
2 2/1 moški   x x x x 
3 OB21 moški   x x     
4 19058 moški   x x   x 
5 1367 001 moški   x x     
6 INT 101 moški   x x     
7 No3-38 moški   x x   x 
8 2/137 moški       x   
9 SLO5/6 moški       x   
10 21426 moški       x x 
11 273/110 moški         x 
12 63012 moški         x 
13 173/132 moški         x 
14 41/39 moški         x 
15 305/27 moški         x 
16 Aurora ženski x       x 
17 Magnum ženski   x x     
18 SLO2B/5 ženski       x   
19 81/54-19 ženski         x 
20 81/54-17 ženski         x 
21 105/220-100 ženski         x 
22 Wye Target ženski         x 
23 Savinjski golding ženski         x 
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3.1.2 Rastlinski sejanci hmelja 
V analizo (glej podpoglavje 4.2.2.1.1 in podpoglavje 4.2.2.1.2) smo po optimizaciji 
hkratne PCR najprej vključili 295 sejancev hmelja H. lupulus iz leta 2014. Gre za 
generacijo F1 genotipsko različnih križancev točno določenih starševskih rastlin 
(Preglednica 2). Rastline so od 10. aprila 2015 posajene na žlahtniteljskih površinah 
Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v Žalcu. 
Preglednica 2: Sejanci hmelja H. lupulus, ki so bili vključeni v analizo. 
Oznaka križanja (mama × oče) 
Število vseh 
rastlin 
Admiral × 173/132 11 
Admiral × 305/27 18 
Aurora × 305/28 36 
Aurora × 21340 40 
Buket × 2/1 26 
Cascade × 25/234 7 
Columbus × 25/234 29 
Columbus × 24/80 13 
Dana × 305/27 24 
Dana × 141/109 19 
First gold × 85/169 20 
Hallertauer Tradition × 300/166 10 
Hallertauer Tradition × 162/75 29 
Hallertauer Tradition × 159/106 5 
Herkules × 310/48 8 
SKUPNO 295 
 
Po vpeljavi hitre izolacije DNA smo v analizo spola (glej podpoglavje 4.3.1) vključili še 
generacijo F1 genotipsko različnih križancev točno določenih starševskih rastlin, katerih 
križanje je potekalo na IHPS prav tako v sezoni leta 2014, le da so bili ti sejanci posajeni 
na žlahtniteljske površine IHPS v Žalcu šele v jeseni leta 2015. Tu gre le za preliminarno 
študijo in rezultati še niso končni, saj je hmelj trajnica in v prvi sezoni cvetenja hmelja, 
torej v primeru teh sejancev leta 2016, še niso zacveteli vsi sejanci, da bi jim lahko določili 
spol na podlagi morfoloških znakov in preverili naše rezultate pridobljene z molekulsko 
analizo. 
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3.1.3 Kemikalije 
 70 % etanol (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 kloroform (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 izoamilalkohol (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 3 M Na-acetat (pH 5,2, uravnan z ocetno kislino) (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 ledeno hladen izopropanol (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 1 mM etilendiaminotetraocetna kislina (EDTA) (pH=8,08,5) (SIGMA-
ALDRICH, Nemčija) 
 0,5 M Tris-HCl (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 Tris (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 2 % ß-merkaptoetanol (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 voda za PCR, ki je prosta DNA, DNaz in RNaz (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 agaroza (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 etidijev bromid (25,4 mM) (SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 6 × nanašalno barvilo (New England Biolabs, ZDA) 
 
3.1.4 Pufri 
 pufer s cetiltrimetilamonijev bromidom (CTAB) za izolacijo DNA (2 % (w/v) 
CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,2 % (w/v) ß-
merkaptoetanol) 
 pufer TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) 
 10 × pufer TBE (0,89 M Tris, 0,89 M borova kislina, 20 mM EDTA (pH=8)) 
 
3.1.5 Encimi 
 raztopina z DNazami (LookOut® DNA Erase, SIGMA-ALDRICH, Nemčija) 
 
3.1.6 Komercialni kompleti 
 kemikalije, ki so priložene Qubit ® 3.0 Fluorometru  Qubit ® dsDNA BR Assay 
Kit (pufer Qubit in reagent Qubit ter standard 1 in 2) (Invitrogen, Life 
Technologies, ZDA) 
 KAPA3G Plant PCR Kit (Kapa Biosystems, ZDA) 
 komplet za PCR od Promege (Promega, ZDA) 
 Qiagen® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Nemčija) 
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3.1.7 Začetni oligonukleotidi 
Začetne oligonukleotide (Preglednica 3) smo naročili pri Applied Biosystems (Velika Britanija). Osnovne liofilizirane začetne 
oligonukleotide (10 nmol) smo najprej redčili z 20 μl vode do koncentracije 500 μM, nato pa smo jih ustrezno redčili do koncentracije, 
ki je navedena pri posameznem postopku. Shranjevali smo jih v zamrzovalniku pri –20 °C. 
Preglednica 3: Uporabljeni začetni oligonukleotidi in njihove značilnosti. 
Oznaka Izvorno zaporedje DNA 
Velikost 
amplikona 
(pomnožka 
PCR) 
[bp] 
Temperatura 
prileganja 
začetnega 
oligonukleotida 
(1 / 2) 
[° C] 
Zaporedje začetnega oligonukleotida 1 / 
zaporedje začetnega oligonukleotida 2 
Spol, pri 
katerem pride 
do vezave 
začetnega 
oligonukleotida 
na DNA 
569 (569 1 / 569 2) matrica 1: contig 18-roje-kloroplast_0 569 59,5 / 59,9 
5'-TCCTGGTCCCTGCGGAAAGGAA-3' / 
5'-GAGCGCGCCCCTGATAATTGC-3' 
ženski in moški 
124 (124 1 / 124 2) 
matrica 2: CONTIG1-718886-363461-
361327_Magnum_Comet_0 
124 59,9 / 59,9 
5'-TCATCAGCAGGTGGGTCAGGCA-3' / 
5'-TCCGCACTTCTCTCACAGGCGA-3' 
moški 
366 (366 1 / 366 2) 
matrica 3: 
719005_Magnum_Perle_Comet_0 
366 59,4 / 57,2 
5'-CCGACACCGGTCAAAGCCAAGA-3' / 
5'-TGGCATGGACATACTAAATCCAGCATC-3' 
moški 
229 (229 1 / 229 2) 
matrica 4: 
365890_Magnum_Perle_Comet_0 
229 59,8 / 59,7 
5'-AGTGCTGGAGCAAGACACCCCT-3' / 
5'-TGTCGCCCATAGGTCCACGGAA-3' 
moški 
455 (455 1 / 455 2) matrica 5: 718821_Magnum_Comet_1 455 57,5 / 60,0 
5'-TCGATAGCTGCATCAGCCTGAGA-3' / 
5'-TCCCACTGGCCTTTTGGCCTCT-3' 
moški 
M28 (M28 1 / M28 2) M_Con1For1 444 58,0 / 58,0 
5'-AGGGTGTGCAAGGTTGAAAT-3' / 
5'-CTCCAATCGAACCTCGTGAT-3' 
moški 
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3.1.8 DNA-lestvica 
 DNA lestvica 100 bp (New England Biolabs, ZDA), ki je sestavljena iz fragmentov 
od 100 do 1517 baznih parov. Kot prikazuje Slika 4, se fragmenti med 
elektroforezo na agaroznem gelu ločijo glede na maso oz. velikost (število baznih 
parov). Na fotografiji gela dobimo tako 12 ločenih elektroforeznih lis za določeno 
velikost fragmentov [število bp]: 100, 200, 300, 400, 500/517, 600, 700, 800, 900, 
1.000, 1.200, 1.517. 
 
Slika 4: Ločitev fragmentov lestvice 100 bp glede na število baznih parov in maso (100 bp DNA Ladder, 
2017). 
 
3.1.9 Potrošni material 
 2 ml mikrocentrifugirke (BRAND, Nemčija) 
 1,5 ml mikrocentrifugirke (BRAND, Nemčija) 
 sterilne 1,5 ml mikrocentrifugirke (BRAND, Nemčija) 
 PCR trakovi z 8 mikrocentrifugirkami volumna 200 μl, proste DNA, DNaz in RNaz 
(BRAND, Nemčija) 
 nastavki za pipete (BRAND, Nemčija) 
 
3.1.10 Laboratorijska oprema 
 jeklene kroglice, premera 5 mm (Qiagen, Nemčija) 
 pipete za izolacijo DNA (Eppendorf, model Research, Nemčija) 
 pipete za PCR (Eppendorf, model Reference 2 in Xplorer plus, Nemčija) 
 multikanalna pipeta za nanos produktov PCR na agarozni gel (BRAND, model 
Transferppete, Nemčija) 
 vodna tehtnica, nivelirna mizica 
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 homogenizator TissueLyser II (Qiagen, Nemčija) 
 centrifuga 5430 R (Eppendorf, Nemčija) 
 namizna mini centrifuga MC 6 (Sarstedt, Nemčija) 
 vibracijski mešalnik Vibromix 10 (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
 Qubit ® 3.0 Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies, ZDA) 
 laminarij MC 12-1 (Iskra Pio, Slovenija) 
 naprava za PCR Primus 96 Plus Termal Cycler (MWG Biotech, Nemčija) 
 elektroforezni horizontalni sistem (Biometra, Nemčija) 
 naprava za fotografiranje gela Gene Genius (Syngene, Velika Britanija) 
 računalniški program GeneSnap (Syngene, Velika Britanija) 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Vzorčenje listov 
Vsaki posamezni rastlini hmelja smo odtrgali 1 mlad, zelen in zdrav list. Pri vzorčenju smo 
imeli na rokah ves čas rokavice in si med posameznimi rastlinami razkuževali orokavičene 
roke s 70 % etanolom, da ne bi morebitnih bolezni hmelja prenašali iz rastline na rastlino. 
Glede na to, da smo imeli večje število rastlin za analizo, smo bili dosledni pri 
označevanju, da smo zagotovili sledljivost. Sejanci, katerim smo določali spol, so bili 
posajeni v lončke premera 8 cm, ki so bili zloženi v plastičnih zabojih; v vsakem zaboju je 
bilo 11 sejancev. V vsakem zaboju je imela prva rastlina levo zgoraj v lončku zataknjeno 
etiketo, na kateri je bila številka, ki je pomenila oznako križanja, in številko zaboja. 
Rastline v zaboju smo šteli in vzorčili vedno od leve proti desni, od zgornje vrste proti 
spodnji (Slika 5).  
 
Slika 5: Shema razporeditve sejancev v zaboju. 
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3.2.2 Priprava matrične DNA 
3.2.2.1 Izolacija DNA s CTAB 
Celokupno genomsko DNA hmelja smo izolirali z metodo CTAB, prirejeno po veljavnem 
protokolu (Kump in sod., 1992). Od 1 do 2 cm
2
 listne površine smo dali v svežo sterilno 
2 ml mikrocentrifugirko. Dodali smo magnetno kroglico in 200 μl pufra s CTAB za 
izolacijo ter list zmleli v homogenizatorju, da smo dobili homogeno zmes. Nato smo dodali 
še 1 ml pufra s CTAB za izolacijo, ogretega na 68 °C, in vzorce inkubirali v vodni kopeli 
pri 68 °C 10 minut. Po inkubaciji smo dodali vzorcem po 500 μl zmesi kloroforma in 
izoamilalkohola v razmerju 24:1 ter raztopino močno premešali, da smo dobili suspenzijo. 
Vzorce smo nato centrifugirali pri 4 °C 10 minut na 12.000 obratov/minuto. Po 
centrifugiranju smo vzorce previdno vzeli iz centrifuge, saj se je vsebina 
mikrocentrifugirke ločila na dve fazi. Supernatant (cca. 500 μl) smo previdno odpipetirali v 
novo sterilno 1,5 ml mikrocentrifugirko. DNA smo oborili s 50 μl (1/10 volumna) 3 M  
Na-acetata (pH 5,2, uravnan z ocetno kislino) in 500 μl (1 volumen) ledeno hladnega 
izopropanola, ki ga shranjujemo pri –20 °C. Mikrocentrifugirke smo 23-krat nežno 
premešali in jih postavili za 10 minut v zamrzovalnik pri –20 °C. Ponovno centrifugiranje 
smo opravili pri 4 °C pri 12.000 obratih na minuto, 10 minut. Po centrifugiranju smo imeli 
na dnu mikrocentrifugirke belkast pelet – zgoščeno DNA. Previdno smo odlili ves 
supernatant, peletu pa smo dodali 500 μl 70 % etanola. Mikrocentrifugirke smo malo 
premešali, da se je pelet odlepil. Etanol smo odlili in tokrat bili še bolj pazljivi, da nismo s 
tem izgubili peleta. Vzorce smo dali še enkrat v centrifugo pod istimi pogoji, le da samo za 
1 minuto, toliko da se nam je preostanek alkohola spustil na dno in smo tako lažje 
odpipetirali čisto vsega. Mikrocentrifugirke smo nato pustili še par minut odprte, da se je 
pelet posušil. Nato smo dodali še 20 μl pufra TE in inkubirali 30 minut pri sobni 
temperaturi, da se je pelet raztopil v pufru. Na koncu smo vzorce samo še dobro premešali 
na vibracijskem mešalu in centrifugirali ter shranili v zamrzovalnik pri –20 °C do uporabe 
za nadaljnje analize. 
 
3.2.2.2 Hitra izolacija DNA 
Vsaki posamezni rastlini hmelja smo odtrgali zdrav list in ga dali točno določeno količino 
(s pomočjo širokega dela nastavka za pipeto za volumen 1 ml smo izrezali del lista; 
površina uporabljenega tkiva je bila torej površina kroga s premerom 8 mm) v svežo 
sterilno 2 ml mikrocentrifugirko. Dodali smo še 1 magnetno kroglico in 200 μl dilucijskega 
pufra, ki smo ga zmešali iz 198 μl zmesi EDTA in Tris-HCl (v tej zmesi je koncentracija 
EDTA 1 mM (pH=8,08,5) in koncentracija Tris-HCl 0,5 M) ter 2 μl 2 % 
ß-merkaptoetanola. Mikrocentrifugirke smo dali v homogenizator za 30 sekund s 
frekvenco tresenja 10/s. Mikrocentrifugirke smo nato prenesli v vodno kopel pri 95 °C za 5 
minut. Takoj po vodni kopeli smo dali vzorce za 10 minut v zamrzovalnik. Po 10 
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minutnem centrifugiranju na 12.000 obratov/minuto smo odpipetirali 5 μl supernatanta, ga 
redčili v 40 μl vode in tako izolirano in redčeno DNA nadalje uporabili v PCR ali pa jo 
shranili v zamrzovalnik pri 20 °C do uporabe. 
 
3.2.3 Merjenje koncentracije DNA 
Koncentracijo izolirane DNA v vzorcu smo izmerili s pomočjo naprave  
Qubit ® 3.0 Fluorometer in kemikalij, ki so bile tej napravi priložene (pufer in reagent ter 
standard 1 in 2). Pred vsako meritvijo smo napravo umerili s priloženimi standardi. Pri 
pripravi vzorca za merjenje koncentracije smo se držali navodil proizvajalca naprave (Slika 
6). Koncentracijo DNA smo dobili podano v enoti ng/μl. 
 
 
Slika 6: Delovna shema merjenja koncentracije DNA (Invitrogen, Life Technologies, ZDA). 
 
3.2.4 PCR 
Vse v povezavi s PCR smo delali strogo prostorsko ločeno od izolacije DNA in drugih 
metod, in sicer v laminariju, ki smo ga pred delom očistili s 70 % etanolom in raztopino z 
DNazami ter UV sevanjem. 
Pogoji reakcij PCR za določanje spola po določenem postopku so navedeni v Preglednici 
4. 
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Preglednica 4: Pregled lastnosti reakcij PCR glede na različne postopke. 
Postopek PCR 
Komponente za reakcijo PCR za 1 vzorec Skupni 
volumen 1 
reakcije 
PCR [μl] 
Program 
Matrična DNA Začetni oligonukleotidi 
Pufer za 
PCR 
Voda za 
PCR 
MgCl2 (25 
mM)  
dNTP 
Ojačevalec (100 × 
koncentracija) 
DNA-
polimeraza 
PCR z enim molekulskim označevalcem 
(M28) 
5 μl; izolacija s 
CTAB; 
koncentracija  
20 ng/μl  
0,45 μl začetnega 
oligonukleotida M28 1 
0,45 μl začetnega 
oligonukleotida M28 2 
9 μl iz 
kompleta 
za PCR 
KAPA3G 
Plant PCR 
Kit 
2,62 μl iz 
kompleta za 
PCR 
KAPA3G 
Plant PCR 
Kit 
0,36 μl iz 
kompleta za 
PCR 
KAPA3G 
Plant PCR 
Kit 
  
0,12 μl iz 
kompleta za 
PCR KAPA3G 
Plant PCR Kit 
18 
94 °C         5 min   
94 °C         30 s 
58 °C         30 s            40× 
72 °C         1 min 
72 °C         8 min 
PCR z enim 
molekulskim 
označevalcem 
zmes 1 (569) 
1 μl; izolacija s 
CTAB; 
koncentracija  
20 ng/μl  
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 569 1;  
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 569 2 
4 μl 5 × 
pufra za 
PCR 
zelene 
barve iz 
kompleta 
za PCR 
Promega 
9,7 μl iz 
kompleta za 
PCR 
Promega 
1,6 μl iz 
kompleta za 
PCR 
Promega 
1,6 μl iz kompleta 
za PCR Promega 
(koncentracija 
vsakega 
nukleotida v zmesi 
je bila 10 mM) 
 
0,1 μl iz 
kompleta za 
PCR Promega 
20 
94 °C         5 min   
94 °C         30 s 
53 °C         30 s             35× 
72 °C         1,5 min 
72 °C         8 min 
zmes 2 (124) 
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 124 1;  
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 124 2 
zmes 3 (366) 
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 366 1;  
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 366 2 
zmes 4 (229) 
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 229 1;  
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 229 2 
zmes 5 (455) 
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 455 1;  
1 μl 10 μM začetnega 
oligonukleotida 455 2 
 
 
 
         
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 4: Pregled lastnosti reakcij PCR glede na različne postopke. 
      
Hkratna PCR 
2 μl; izolacija s 
CTAB; 
koncentracija  
20 ng/μl  
5 μl zmesi začetnih 
oligonukleotidov 124 1, 
124 2, 229 1, 229 2,  
366 1, 366 2, 455 1,  
455 2, 569 1 in 569 2, v 
kateri je koncentracija 
vsakega posameznega 
začetnega oligonukleotida 
enaka 2 μM 
25 μl 2 × 
Qiagen 
PCR 
master 
mix iz 
kompleta 
za PCR 
Qiagen 
Multiplex  
PCR Kit 
18 μl iz 
kompleta za 
PCR Qiagen 
Multiplex  
PCR Kit 
    50 
95 °C         15 min   
94 °C         30 s 
57 °C         1,5 min       35× 
72 °C         1,5 min 
72 °C         10 min  
Optimizacija hkratne PCR: optimizacija 
količine začetnih oligonukleotidov, 
volumna reakcije PCR in programa PCR 
2 μl; izolacija s 
CTAB; 
koncentracija  
20 ng/μl  
1,5 μl zmesi začetnih 
oligonukleotidov 124 1, 
124 2, 229 1, 229 2,  
366 1, 366 2, 455 1,  
455 2, 569 1 in 569 2, v 
kateri je koncentracija 
začetnih oligonukleotidov 
124 1, 124 2, 229 1, 229 2,  
366 1, 366 2 enaka  
2 μM, koncentracija 
začetnih oligonukleotidov 
455 1 in 455 2 enaka 20 
μM, koncentracija začetnih 
oligonukleotidov 569 1 in 
569 2 pa enaka 0,4 μM 
7,5 μl 2 × 
Qiagen 
PCR 
master 
mix iz 
kompleta 
za PCR 
Qiagen 
Multiplex  
PCR Kit 
4 μl iz 
kompleta za 
PCR Qiagen 
Multiplex  
PCR Kit 
    15 
95 °C              15 min   
94 °C              30 s 
65 °C  1 °C   1,5 min    8× 
72 °C              1,5 min 
94 °C              30 s 
57 °C              1,5 min     27× 
72 °C              1,5 min 
72 °C              10 min  
Vzpostavitev metode hitre izolacije 
2 μl; hitra 
izolacija; 
koncentracija  
20 ng/μl  
1,5 μl zmesi začetnih 
oligonukleotidov 124 1, 
124 2, 229 1, 229 2,  
366 1, 366 2, 455 1,  
455 2, 569 1 in 569 2, v 
kateri je koncentracija 
začetnih oligonukleotidov 
124 1, 124 2, 229 1, 229 2,  
366 1, 366 2 enaka  
2 μM, koncentracija 
začetnih oligonukleotidov 
455 1 in 455 2 enaka 20 
μM, koncentracija začetnih 
oligonukleotidov 569 1 in 
569 2 pa enaka 0,4 μM 
5 μl iz 
kompleta 
za PCR 
KAPA3G 
Plant PCR 
Kit 
1,64 μl iz 
kompleta za 
PCR 
KAPA3G 
Plant PCR 
Kit 
0,2 μl iz 
kompleta za 
PCR 
KAPA3G 
Plant PCR 
Kit 
 
0,08 μl iz 
kompleta za PCR 
KAPA3G Plant 
PCR Kit 
0,08 μl iz 
kompleta za 
PCR KAPA3G 
Plant PCR Kit 
10,5 
95 °C              15 min   
94 °C              30 s 
65 °C 1 °C   1,5 min     8× 
72 °C              1,5 min 
94 °C              30 s 
57 °C              1,5 min     27× 
72 °C              1,5 min 
72 °C              10 min  
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Produkte PCR vzorcev smo pred nadaljnjo analizo vedno shranjevali v zamrzovalniku ali v 
hladilniku pri maksimalno 4 °C.  
Namnožene DNA fragmente smo ločili s horizontalno agarozno gelsko elektroforezo na 
2 % agaroznem gelu, in sicer je elektroforeza potekala pri 165 V približno 30 minut (za 
podrobnejši opis metode glej podpoglavje 3.2.5). 
 
3.2.4.1 PCR z enim molekulskim označevalcem (označevalec M28) 
Za reakcijo PCR smo uporabili komplet KAPA3G Plant PCR Kit proizvajalca Kapa 
Biosystems, ki vsebuje pufer (1,5 mM MgCl2 in 0,2 mM dNTP), MgCl2 (25 mM) in 
rastlinsko DNA-polimerazo. Za reakcijo PCR za 1 vzorec smo zmešali komponente kot je 
prikazano v Preglednici 4. Podrobnosti programa PCR so zabeležene v Preglednici 4.  
 
3.2.4.2 Vpeljava hkratne PCR 
3.2.4.2.1 PCR z enim molekulskim označevalcem 
Naš prvi korak je bil, da smo na rastlinah hmelja z znanim spolom naredili PCR (tako 
imenovan »singleplex« PCR) za vsak posamezni molekulski označevalec ločeno. Skupno 
smo tako izvedli 5 različnih reakcij PCR in tako vsak vzorec testirali z vsemi 5 različnimi 
označevalci posebej. 
Za PCR smo uporabili komplet (Promega), ki je vseboval 5 × pufer za PCR zelene barve, 
MgCl2 (25 mM), zmes nukleotidov dNTP (koncentracija vsakega nukleotida v zmesi je 
bila 10 mM) in encim DNA-polimerazo Taq. Za osnovno reakcijsko zmes za 1 vzorec smo 
zmešali komponente kot je prikazano v Preglednici 4. Pripravili smo 5 različnih osnovnih 
reakcijskih zmesi za PCR (oznaka zmes 15), vsako s parom začetnih oligonukleotidov 
(začetni oligonukleotid 1 in začetni oligonukleotid 2) za posamezen molekulski 
označevalec. 
Podrobnosti programa PCR so zabeležene v Preglednici 4. 
 
3.2.4.2.2 Hkratna PCR 
PCR smo izvedli s pomočjo kompleta Qiagen® Multiplex PCR Kit, ki je specifičen 
komplet za PCR namenjen za izvedbo hkratne PCR. Glede priprave zmesi začetnih 
oligonukleotidov in reakcijske zmesi za PCR ter samega programa oz. poteka PCR smo se 
držali navodil, priloženih kompletu za PCR. 
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Z začetnimi oligonukleotidi smo naredili zmes začetnih oligonukleotidov za PCR za vseh 5 
molekulskih označevalcev (oz. zmes 10 začetnih oligonukleotidov). V zmesi začetnih 
oligonukleotidov so bili le-ti razredčeni na koncentracijo 2 μM kot je priporočeno s strani 
proizvajalca uporabljenega kompleta za PCR. 
Za reakcijo PCR za 1 vzorec smo zmešali komponente kot je prikazano v Preglednici 4. 
Podrobnosti programa PCR so zabeležene v Preglednici 4. 
 
3.2.4.2.2.1 Optimizacija hkratne PCR: optimizacija količine začetnih oligonukleotidov, 
volumna reakcije PCR in programa PCR 
Uporabili smo enak komplet za PCR kot v podpoglavju 3.2.4.2.2. 
Glede na rezultate hkratne PCR (podpoglavje 4.2.2) smo optimizirali še koncentracijo 
začetnih oligonukleotidov uporabljenih v reakciji, da je bila količina vseh 5 namnoženih 
fragmentov približno enaka in so bile vse elektroforezne lise na agaroznem gelu med seboj 
primerljive po velikosti.  
Najprej smo naredili novo zmes začetnih oligonukleotidov. Naredili smo jo enako kot je 
opisano v podpoglavju 3.2.4.2.2, le da smo pri pripravi zmesi začetnih oligonukleotidov 
zmanjšali končno koncentracijo začetnih oligonukleotidov za označevalec 569 na 0,4 μM 
(namesto 2 μM) ter povečali končno koncentracijo začetnih oligonukleotidov za 
označevalec 455 na 4 μM (namesto 2 μM). 
Da smo zmanjšali strošek analize, smo optimizirali še volumen reakcije PCR, in sicer smo 
ga zmanjšali s 50 μl na 15 μl (Preglednica 4). 
V program poteka PCR smo uvedli še PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov (Preglednica 4). 
 
3.2.5 Agarozna gelska elektroforeza 
Namnožene fragmente DNA smo ločevali na 2 % agaroznem gelu v horizontalni 
elektroforezni posodi. Za večji gel z 2 glavnikoma in s 44 jamicami smo v laboratorijsko 
steklenico natehtali 6 g agaroze ter dodali 30 ml 10 × pufra TBE in 270 ml destilirane 
vode. Steklenico z neraztopljeno agarozo smo postavili v mikrovalovno pečico in segrevali 
do vretja ter vmes mešali, dokler se ni raztopila vsa agaroza. Raztopino smo ohladili z 
mešanjem pod hladno tekočo vodo in v digestoriju dodali 15 μl etidijevega bromida (s 
koncentracijo 25,4 mM, da je bila njegova koncentracija v agaroznem gelu 1,27 μM), s 
katerim se veže DNA in ga lahko zaznamo pod UV svetlobo. Dobro smo premešali in 
vsebino vlili v vnaprej pripravljen nosilec za gel, ki smo ga položili v ravnino s pomočjo 
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nivelirne mizice in vodne tehtnice. Po 20 do 30 minutah smo gel prestavili v 1 × pufer TBE 
v elektroforezno posodo. 
K produktu PCR vsakega vzorca smo dodali po 5 μl 6 × nanašalnega barvila oz. vsaj  
1 petino volumna produktov PCR in dobro premešali. V prvo jamico vsake vrstice smo 
vedno nanesli 6 μl lestvice 100 bp. V vse nadaljnje jamice smo dali po 10 μl produkta 
PCR, pomešanega s 6 × nanašalnim barvilom. 6 × nanašalnega barvila k produktom PCR 
nismo dodajali, kadar smo za PCR uporabili komplet od Promege, saj je že sam pufer za 
PCR iz uporabljenega kompleta za PCR vseboval barvilo (zelene barve). 
Elektroforeza je potekala približno 45 minut (vsaj 35 minut in največ 1 uro) pri električni 
napetosti 165 V. 
Po pretečenem času smo gel fotografirali v napravi Gene Genius s programom GeneSnap 
in fotografije shranili ter interpretirali. 
 
3.2.6 Fenotipsko določanje spola sejancev hmelja 
Da smo ovrednotili rezultate določanja spola s pomočjo molekulskih označevalcev, smo 
spol rastlinam hmelja določili tudi glede na morfološke znake, in sicer na podlagi cvetov v 
času cvetenja hmelja; to je v času od junija do septembra. Spol smo torej fenotipsko 
določili z vidnim opazovanjem morfologije generativnih organov hmelja v hmeljišču. 
Kako se ločijo cvetovi ženske in moške rastline hmelja, je opisano v podpoglavju 2.1.2. 
Ker je hmelj trajnica, niso vsi sejanci zacveteli že prvo leto (2015 oz. v primeru 
preliminarne študije v letu 2016), zato smo morfološko določali spol še v sezoni 
naslednjega leta (2016 oz. v primeru preliminarne študije bo to potrebno še v naslednji 
sezoni, in sicer v letu 2017). 
Rezultate molekulskega določanja spola in morfološkega določanja spola smo med seboj 
primerjali in izračunali odstotek pravilnosti določanja spola z molekulsko metodo hkratne 
PCR. To smo izračunali po enačbi:  
                            
                                               
                  
             
                                                                                                                                        … (1) 
Izračunali smo tudi delež sejancev hmelja moškega spola in delež sejancev hmelja 
ženskega spola, pa tudi delež sejancev, ki jim zaradi zakrnelosti v rasti nismo mogli 
določiti spola tudi fenotipsko. 
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4. REZULTATI 
4.1 PCR Z ENIM MOLEKULSKIM OZNAČEVALCEM (OZNAČEVALEC M28) 
Spol hmelja smo molekulsko poskusili določiti najprej samo z enim molekulskim 
označevalcem, in sicer z M28, ki se pomnoži samo pri moških rastlinah. 
Spol smo določali sejancem hmelja z neznanim spolom, in sicer polovici sejancem iz 
družine križanja Aurora × 305/28, ki smo jim v nadaljevanju (glej podpoglavje 4.2.2.1.2) 
spol določili tudi s hkratno PCR. Imeli smo 2 kontroli, in sicer 1 rastlino moškega spola 
(3/3) in 1 rastlino ženskega spola (Aurora). 
 
Slika 7: Določanje spola sejancev hmelja v PCR z označevalcem M28. 
Legenda: 1, 22  lestvica DNA; 219  posamezni različni sejanci hmelja z neznanim spolom iz družine 
križanja Aurora × 305/28; 20  kontrolna rastlina 16 (ženski spol); 21  kontrolna rastlina 1 (moški spol). 
Pri 18 sejancih hmelja z neznanim spolom iz družine križanja Aurora × 305/28 smo 
določili 8 moških in 10 ženskih rastlin (Slika 7). Elektroforezne lise za označevalec M28 
so bile glede na lestvico DNA locirane tam, kjer smo jih glede na velikost pomnožka PCR 
tudi pričakovali (Preglednica 3). Elektroforezni lisi pri vzorcih, ki sta bila nanesena v 4. in 
8. jamico, sta bili sicer manj intenzivni od ostalih, pa vendar prisotni, zato smo ti dve 
rastlini smatrali, da sta moškega spola. Pri ženskih rastlinah se ta fragment po 
pričakovanjih pri PCR ni pomnožil (Preglednica 3). Moške rastline so tako bile 2, 3, 4, 8, 
9, 10, 17 in 19 ter 21, ki je bila moška kontrolna rastlina, ženske pa 5, 6, 7, 11, 12, 13, 14, 
15, 16 in 18 ter 20, ki je bila ženska kontrolna rastlina. 
V nadaljevanju, ko smo spol teh istih sejancev določili še z optimizirano hkratno PCR 
(podpoglavje 4.2.2.1.2), smo te rezultate potrdili. Potrdili smo jih tudi fenotipsko, ko so 
rastline zacvetele in smo jim spol določili še na podlagi morfologije cvetov (glej 
podpoglavje 3.2.6). 
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4.2 VPELJAVA HKRATNE PCR 
4.2.1 PCR z enim molekulskim označevalcem 
Po zgoraj opisanem postopku za izolacijo s CTAB (glej podpoglavje 3.2.2.1) smo izolirali 
celokupno genomsko DNA 7 moških (2/1, OB21, 19058, 1367 001, INT 101, No3-38 in 
3/3) in 1 ženske (Magnum) rastline hmelja, ter izmerili koncentracijo izolirane DNA (glej 
podpoglavje 3.2.3). DNA smo nato redčili na koncentracijo 20 ng/μl in za PCR uporabili  
1 μl redčene DNA. 
Molekulske označevalce 124, 229, 366, 455 in 569 smo uspešno namnožili pri vsaki od 
rastlin v ločenih reakcijah PCR (Slika 8).  
 
Slika 8: PCR z enim molekulskim označevalcem za vseh 5 molekulskih označevalcev. 
Legenda: 1  kontrolna rastlina 17; 2  kontrolna rastlina 2; 3  kontrolna rastlina 3; 4  kontrolna rastlina 4; 
5  kontrolna rastlina 5; 6  kontrolna rastlina 6; 7  kontrolna rastlina 7; 8  kontrolna rastlina 1; 
9  kontrolna rastlina 17; 10  kontrolna rastlina 2; 11  kontrolna rastlina 3; 12  kontrolna rastlina 4; 
13  kontrolna rastlina 5; 14  kontrolna rastlina 6; 15  kontrolna rastlina 7; 16  kontrolna rastlina 1; 
17  kontrolna rastlina 17; 18  kontrolna rastlina 2; 19  kontrolna rastlina 3; 20  kontrolna rastlina 4; 
21  kontrolna rastlina 5; 22  kontrolna rastlina 6; 23  kontrolna rastlina 7; 24  kontrolna rastlina 1; 
25  kontrolna rastlina 17; 26  kontrolna rastlina 2; 27  kontrolna rastlina 3; 28  kontrolna rastlina 4; 
29  kontrolna rastlina 5; 30  kontrolna rastlina 6; 31  kontrolna rastlina 7; 32  kontrolna rastlina 1; 
33  kontrolna rastlina 17; 34  kontrolna rastlina 2; 35  kontrolna rastlina 3; 36  kontrolna rastlina 4; 
37  kontrolna rastlina 5; 38  kontrolna rastlina 6; 39  kontrolna rastlina 7; 40  kontrolna rastlina 1; 
18 zmes za PCR 1; 916 zmes za PCR 2; 1724 zmes za PCR 3; 2532 zmes za PCR 4; 3340 zmes za 
PCR 5. 
Pri uporabi zmesi 1 se je namnožil fragment tudi pri ženski rastlini, a smo to tudi 
pričakovali (glej Preglednico 3), ker se par začetnih oligonukleotidov za molekulski 
označevalec 569 veže na kloroplastno DNA, ki pa je seveda prisotna v kloroplastih pri 
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čisto vseh rastlinah hmelja, ne glede na spol. Pri zmeseh 2 in 4 je pri ženski rastlini cel kup 
nespecifičnih pomnožkov, a specifičnega fragmenta, ki se je namnožil pri vseh moških 
rastlinah, tukaj ni. Pri zmesi 2 je bilo tudi pri moških rastlinah dosti nespecifičnih 
pomnožkov, a so bile lise teh na agaroznem gelu dosti manj intenzivne kot pri specifično 
namnoženem želenem fragmentu. 
Glede na te rezultate smo potrdili fenotipsko znan moški spol pri hmelju tudi molekulsko.  
 
4.2.2 Hkratna PCR 
Glede na rezultate in ugotovitve v podpoglavju 4.2.1 smo za osnovno PCR zmes namesto 
enega para začetnih oligonukleotidov dodali zmes vseh 5 parov začetnih oligonukleotidov 
(za molekulske označevalce 124, 229, 366, 455, 569) in izvedli hkratno reakcijo PCR. V 
analizo smo vključili 7 moških (2/1, OB21, 19058, 1367 001, INT 101, No3-38 in 3/3) in 1 
žensko (Magnum) rastlino hmelja. 
 
Slika 9: Hkratna PCR. 
Legenda: 1  kontrolna rastlina 17; 2  kontrolna rastlina 2; 3  kontrolna rastlina 3; 4  kontrolna rastlina 4; 
5  kontrolna rastlina 5; 6  kontrolna rastlina 6; 7  kontrolna rastlina 7; 8  kontrolna rastlina 1; 
9  lestvica DNA. 
Iz Slike 9 je razvidno, da je pri prvih 4 moških manjkala lisa za molekulski označevalec 
455, pri zadnjih treh pa je ta elektroforezna lisa bila prisotna, a je bila komaj opazna. Pri 
vseh rastlinah, tudi ženski, so izstopale lise za molekulski označevalec 569, saj so bile v 
primerjavi z ostalimi lisami zelo intenzivne. Kljub vsemu se je ženska rastlina ločila od 
moških rastlin in so se lise pozicionirale na pričakovanih mestih glede na lestvico DNA. 
Rezultati so sovpadali z znanim spolom rastlin hmelja, a je bila potrebna še optimizacija, 
da bi se vsi molekulski označevalci namnožili v približno enaki meri in bi bile vse 
elektroforezne lise na fotografiji agaroznega gela enake oz. primerljive intenzitete. 
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4.2.2.1 Optimizacija hkratne PCR: optimizacija količine začetnih oligonukleotidov, 
volumna reakcije PCR in programa PCR 
Za optimizacijo smo uporabili celokupno izolirano DNA s CTAB (glej podpoglavje 
3.2.2.1) 5 moških (2/137, SLO5/6, 2/1, 21426 in 3/3) in 1 ženske (SLO2B/5) rastline 
hmelja iz zbirke hmelja na IHPS, ki smo jo redčili na koncentracijo 20 ng/μl. 
Glede na rezultate v podpoglavju 4.2.2 smo optimizirali koncentracijo začetnih 
oligonukleotidov uporabljenih v reakciji. Koncentracije začetnih oligonukleotidov za 
molekulske označevalce 124, 229 in 366 smo pustili nespremenjene (2 μM), koncentracijo 
začetnih oligonukleotidov za molekulski označevalec 455 smo dvakrat povečali (na 4 μM), 
koncentracijo začetnih oligonukleotidov za molekulski označevalec 569 pa smo petkrat 
pomanjšali (na 0,4 μM). 
Zmanjšali smo tudi volumen reakcije PCR, in sicer s 50 μl na 15 μl. 
Sprememba pa je bila tudi v poteku PCR, saj smo v program vključili še PCR s padajočo 
temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov. 
 
Slika 10: Optimizacija hkratne PCR. 
Legenda: 1  kontrolna rastlina 1; 2  kontrolna rastlina 8; 3  kontrolna rastlina 9; 4  kontrolna rastlina 2; 
5  kontrolna rastlina 10; 6  kontrolna rastlina 18; 7  lestvica DNA. 
S Slike 10 je razvidno, da je bila intenziteta elektroforeznih lis v tem primeru bolj ali manj 
izenačena; lisa za molekulski označevalec 569 je bila manj intenzivna, ni več izstopala, lisa 
za molekulski označevalec 455 pa je bila tokrat opazna pri čisto vseh moških rastlinah. 
Ženska rastlina se je zelo lepo ločila od vseh moških. S hkratno PCR smo nedvomno 
povsem pravilno določili spol pri vseh analiziranih rastlinah. 
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4.2.2.1.1 Dokazovanje stabilnosti in ponovljivosti metode 
S postopkom izolacije DNA s CTAB opisane v podpoglavju 3.2.2.1 smo izolirali 
celokupno genomsko DNA 6 sejancev hmelja, katerim smo spol predhodno fenotipsko že 
določili (Preglednica 5). Izbrali smo naključne 3 ženske in 3 moške rastline izmed vseh 
295 analiziranih (glej podpoglavje 4.2.2.1.2). Izmerili smo koncentracijo izolirane DNA 
vzorcev in vsak posamezen vzorec DNA redčili na koncentracijo 20 ng/μl. Za vsak vzorec 
posebej smo nato naredili 10 ponovitev hkratne PCR po postopku opisanem v podpoglavju 
3.2.4.2.2.1. 
 
Preglednica 5: Sejanci hmelja, vključeni v preizkus stabilnosti in ponovljivosti metode hkratne PCR. 
Rastlina* 315/14 315/16 316/22 316/37 316/53 316/69 
Spol ženski ženski ženski moški moški moški 
Oznaka sejanca v nadaljevanju Sejanec 1 Sejanec 2 Sejanec 3 Sejanec 4 Sejanec 5 Sejanec 6 
* Številka rastline v tem primeru nam je povedala, kje točno na njivi je posajena ta rastlina hmelja; prva 
številka je številka vrste v hmeljevem nasadu, druga številka pa številka sadilnega mesta v tej vrsti. 
 
 
Slika 11: Preizkus stabilnosti in ponovljivosti metode hkratne PCR. 
Legenda: 1, 23, 45  lestvica DNA; 12, 34, 56  voda; 2  sejanec 1; 3  sejanec 1; 4  sejanec 1; 5  sejanec 
1; 6  sejanec 1; 7  sejanec 1; 8  sejanec 1; 9  sejanec 1; 10  sejanec 1; 11  sejanec 1; 13  sejanec 2; 
14  sejanec 2; 15  sejanec 2; 16  sejanec 2; 17  sejanec 2; 18  sejanec 2; 19  sejanec 2; 20  sejanec 2; 
21  sejanec 2; 22  sejanec 2; 24  sejanec 3; 25  sejanec 3; 26  sejanec 3; 27  sejanec 3; 28  sejanec 3; 
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29  sejanec 3; 30  sejanec 3; 31  sejanec 3; 32  sejanec 3; 33  sejanec 3; 35  sejanec 4; 36  sejanec 4; 
37  sejanec 4; 38  sejanec 4; 39  sejanec 4; 40  sejanec 4; 41  sejanec 4; 42  sejanec 4; 43  sejanec 4; 
44  sejanec 4; 46  sejanec 5; 47  sejanec 5; 48  sejanec 5; 49  sejanec 5; 50  sejanec 5; 51  sejanec 5; 
52  sejanec 5; 53  sejanec 5; 54  sejanec 5; 55  sejanec 5; 57  sejanec 6; 58  sejanec 6; 59  sejanec 6; 
60  sejanec 6; 61  sejanec 6; 62  sejanec 6; 63  sejanec 6; 64  sejanec 6; 65  sejanec 6; 66  sejanec 6. 
Slika 11 nam prikazuje, da je pri čisto vseh 6 rastlinah (Preglednica 5) analiza pokazala 
enak spol za določen vzorec pri vseh 10 ponovitvah. Pri vseh moških rastlinah je bilo 
vidnih vseh 5 elektroforeznih lis, ki so bile enakomerne intenzitete. Prav tako so imele 
čisto vse ženske rastline samo 1 elektroforezno liso in elektroforezne lise za moško 
specifične molekulske označevalce niso bile prisotne. Nespecifičnih pomnožkov ni bilo 
nikjer. 
 
4.2.2.1.2 Preizkus optimizirane metode na sejancih hmelja z neznanim spolom 
Vpeljano in optimizirano hkratno PCR (glej podpoglavje 3.2.4.2.2.1) smo preizkusili na 
295 sejancih hmelja z neznanim spolom (Preglednica 2). Spol smo jim najprej določili 
molekulsko s pomočjo vpeljane hkratne PCR, nato pa smo rezultate preverili še fenotipsko 
(glej podpoglavje 3.2.6). 
V avgustu, septembru in oktobru 2014 je bila iz listov teh sejancev hmelja (Preglednica 2) 
izolirana celokupna genomska DNA po prirejenem protokolu za izolacijo s CTAB, 
opisanem v podpoglavju 3.2.2.1. Naključnim 30 vzorcem smo izmerili koncentracijo 
izolirane DNA in se na podlagi povprečja koncentracij DNA odločili, da vsak vzorec 
redčimo z vodo za PCR v razmerju 1:20, torej smo k 1 μl DNA dodali 19 μl vode za PCR 
in nadalje delali PCR s tako redčeno DNA. Vzorci redčene izolirane DNA so imeli v 
povprečju koncentracijo DNA 20 ng/μl. Postopek smo nadaljevali z metodo opisano v 
podpoglavju 3.2.4.2.2.1. 
Pri vsaki reakciji PCR smo imeli 5 kontrol, in sicer 2 rastlini hmelja ženskega spola, 2 
rastlini moškega spola in vodo. 
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Preglednica 6: Preizkus optimizirane metode hkratne PCR na sejancih hmelja z neznanim spolom. 
Oznaka križanja 
(mama × oče) 
Število 
vseh 
rastlin 
Število 
propadlih 
oz. 
zakrnelih 
rastlin 
Število 
preostalih 
rastlin 
Število 
moških 
rastlin 
(fenotipsko) 
Število 
ženskih 
rastlin 
(fenotipsko) 
Napake 
pri 
določanju 
s hkratno 
PCR 
% 
pravilnosti 
določanja 
spola s 
hkratno 
PCR 
Admiral × 173/132 11 0 11 2 9 0 100 % 
Admiral × 305/27 18 0 18 4 14 0 100 % 
Aurora × 305/28 36 0 36 10 26 1 97 % 
Aurora × 21340 40 6 34 11 23 0 100 % 
Buket × 2/1 26 0 26 9 17 0 100 % 
Columbus × 25/234 29 0 29 0 29 0 100 % 
Columbus × 24/80 13 0 13 0 13 0 100 % 
Dana × 305/27 24 0 24 0 24 0 100 % 
Dana × 141/109 19 0 19 1 18 0 100 % 
First gold × 85/169 20 0 20 1 19 0 100 % 
Hallertauer Tradition 
× 300/166 
10 0 10 1 9 0 100 % 
Hallertauer Tradition 
× 162/75 
29 0 29 1 28 0 100 % 
Hallertauer Tradition 
× 159/106 
5 0 5 0 5 0 100 % 
Herkules × 310/48 8 0 8 1 7 0 100 % 
Cascade × 25/234 7 0 7 7 0 0 100 % 
SKUPNO 295 6 289 48 241 1 99,7 % 
 
Primerjali smo rezultate molekulskega in fenotipskega določanja spola in prišli do sledečih 
ugotovitev. Pri družini križanja Aurora × 21340 je bilo kar 6 rastlin motenih v rasti, ki jim 
zato spola seveda morfološko nismo mogli določiti, saj niso zacvetele. Pri molekulskem 
določanju spola je prišlo do napake samo pri 1 rastlini, od skupno 289. Tej rastlini smo 
določili ženski spol, a se je na njivi izkazalo, da gre za moško rastlino. Primer napake je 
izhajal iz družine križanja, pri kateri smo analizirali več osebkov (36 osebkov) kot v 
povprečju pri ostalih družinah. Odstotek pravilnosti določanja spola hmelju s hkratno PCR 
je bil torej manj kot 100 % le v tej družini križanja, in sicer 97 %, povsod drugod pa je bil 
100 %. Skupno smo bili uspešni pri določanju spola sejancev hmelja s hkratno PCR v 
99,7 % primerov. 
Fenotipsko smo spol določili približno pol leta po molekulskem določanju v laboratoriju. 
Glede na to, da se pri eni rastlini določen spol molekulsko in fenotipsko ni ujemal, smo po 
pol leta še enkrat preverili fotografijo gela z rezultatom za to rastlino in ugotovili, da 
neujemanje ni posledica napačnih rezultatov molekulske analize (torej odsotnost 
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elektroforeznih lis za moško specifične označevalce pri tej rastlini), ampak je bil rezultat 
dvoumen. Razlika rezultata te rastline z ženskimi kontrolnimi rastlinami je bila očitna, a 
kljub temu rezultat ni bil tipičen za moško rastlino, saj so bile elektroforezne lise dosti 
šibkejše v primerjavi z drugimi moškimi rastlinami, a so bile opazne šibke elektroforezne 
lise za vseh 5 molekulskih označevalcev. 
Takšen rezultat se je pojavil pri večih vzorcih rastlin ženskega spola, ki smo jim dejansko 
tudi fenotipsko določili ženski spol, le da elektroforezna lisa za molekulski označevalec 
455 v takšnih primerih po navadi ni bila prisotna. V takšnem primeru smo rastlini vedno 
določili ženski spol, saj so bile elektroforezne lise zelo šibke, rezultat je bil primerljivejši s 
kontrolami ženskega spola kot s kontrolami moškega spola, čeprav so bili pomnožki 
specifični, kar je po drugi strani nenavadno. V kolikor je bila prisotna tudi šibka 
elektroforezna lisa za molekulski označevalec 455, smo rastlini kljub šibkim 
elektroforeznim lisam za moško specifične molekulske označevalce dodelili moški spol. 
Na Sliki 12, je razvidno, da smo sejancema označenima s številko 2 in 13 določili moški 
spol, pri vseh ostalih sejancih (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 in 14) pa pravilno sklepali, da je 
spol ženski, čeprav smo opazili šibke elektroforezne lise, ki so specifične za uporabljene 
moško specifične molekulske označevalce. Celo pri kontrolni rastlini hmelja ženskega 
spola (vzorec 17) sta šibki elektroforezni lisi za molekulski označevalec 229 in 124. A ker 
so vse te moško specifične elektroforezne lise pri sejancih ženskega spola in kontroli 
ženskega spola zelo šibke, je očitna razlika s kontrolno rastlino hmelja moškega spola 
(vzorec 16) in se na podlagi tega na fotografiji gela moški in ženski spol sejanca razločno 
ločita. 
 
Slika 12: Primer fotografije agaroznega gela, kjer je prišlo do šibkega specifičnega namnoževanja moško 
specifičnih molekulskih označevalcev v PCR pri sejancih hmelja ženskega spola. 
Legenda: 1  lestvica DNA; 214  posamezni različni sejanci hmelja z neznanim spolom; 15  voda; 
16  kontrolna rastlina 4 (moški spol); 17  kontrolna rastlina 16 (ženski spol). 
 
39 
Sehur P. Določanje spola sejancev hmelja s pomočjo molekulskih označevalcev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
4.3 VZPOSTAVITEV METODE HITRE IZOLACIJE DNA HMELJA 
Izolacija celokupne genomske DNA je zamudna, zato smo želeli ta del preskočiti z 
vpeljavo hitre izolacije DNA, na tako izolirani DNA pa smo nato uporabili zgoraj opisano 
optimizirano metodo hkratne PCR. 
Najprej smo vzorčili 2 rastlini hmelja, 1 moško (273/110) in 1 žensko (81/54-19). 
Preizkusili smo 5 različnih načinov homogeniziranja, da bi ugotovili, kateri je optimalen 
(Preglednica 7). Preverjali smo, kolikšna je optimalna količina dodanega vzorca (površina 
lista hmelja), optimalna količina dilucijskega pufra in obenem še optimalna koncentracija 
ß-merkaptoetanola v njem ter optimalen čas homogeniziranja. Stanje vzorca lista po 
določenem načinu homogeniziranja je bilo različno, odvisno od izbranega načina. 
Preglednica 7: Opisi načinov homogeniziranja. 
Način homogeniziranja 
Program na 
homogenizatorju 
Premer površine 
kroga, ki ustreza 
količini dodanega 
vzorca lista [mm] 
Količina 
dilucijskega pufra 
[μl] (z že 
dodanima 2 μl ß-
merkaptoetanola) 
Opis lista po 
homogeniziranju 
1 10/s, 3 min 8 100 
list skoraj nič 
zmlet, tekočina 
nežno zelena 
2 10/s, 3 min 4 100 
malo zmleti listi 
3 10/s, 3 min 4 200 dobro zmleti listi, 
homogena vsebina 
4 10/s, 1 min 4 200 
srednje zmleti listi, 
močno zelena 
tekočina 
5 10/s, 0,5 min 4 200 
malo zmleti listi, 
nežno zelena 
tekočina 
 
Za PCR smo uporabili komplet za PCR KAPA3G Plant PCR Kit, ki vsebuje pufer za PCR 
(1,5 mM MgCl2 in 0,2 mM vsakega od 4 dNTP), MgCl2 (25 mM), ojačevalec (100 × 
koncentracija) in rastlinsko DNA-polimerazo. 
V zmesi začetnih oligonukleotidov je bila koncentracija začetnih oligonukleotidov za 
označevalce 124, 229 in 366 2 μM, koncentracija začetnih oligonukleotidov za 
označevalec 455 4 μM in koncentracija začetnih oligonukleotidov za označevalec 569 
0,4 μM. 
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Osnovno reakcijsko zmes za PCR za 1 vzorec smo naredili iz 25 μl pufra za PCR, 14,4 μl 
vode, 5 μl MgCl2, 3 μl zmesi začetnih oligonukleotidov, 0,2 μl ojačevalca in 0,4 μl DNA-
polimeraze. K 2 μl DNA smo tako dodali 48 μl osnovne reakcijske zmesi za PCR. 
Program PCR je bil enak kot v podpoglavju 3.2.4.2.2.1. 
 
Slika 13: Vzpostavitev metode hitre izolacije DNA hmelja in določanje spola kontrolnim rastlinam hmelja v 
PCR. 
(A) Na sliki so rezultati multiple PCR, pri čemer je bila matrična DNA pripravljena po postopku hitre 
izolacije na 5 različnih načinov homogeniziranja: 23 način homogeniziranja 1; 45 način homogeniziranja 
2; 69 način homogeniziranja 3; 1013 način homogeniziranja 4; 14 način homogeniziranja 5. Reakcije 
PCR so bile volumna 50 μl. 
(B) Rezultat hkratne PCR, ko je bil volumen uporabljene hitro izolirane DNA za PCR enak 1μl (vzorci 
1922) ali pa 2 μl (vzorci 2326). Uporabljen je bil način homogeniziranja 1, le da je bil čas 
homogeniziranja skrajšan na 30 sekund. Reakcije PCR so bile volumna 25 μl. 
(C) Rezultat hkratne PCR, ko je bil volumen uporabljene hitro izolirane DNA za PCR enak 1μl (vzorci 
2835) ali pa 2 μl (vzorci 3745). Uporabljen je bil način homogeniziranja 1, le da je bil čas 
homogeniziranja skrajšan na 30 sekund in količina pufra za izolacijo podvojena. Reakcije PCR so bile 
volumna 25 μl. 
Legenda: 1, 18, 27  lestvica DNA; 2  kontrolna rastlina 11; 3  kontrolna rastlina 19; 4  kontrolna rastlina 
11; 5  kontrolna rastlina 19; 6  kontrolna rastlina 11; 7  kontrolna rastlina 19; 8  kontrolna rastlina 11; 
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9  kontrolna rastlina 19; 10  kontrolna rastlina 19; 11  kontrolna rastlina 19; 12  kontrolna rastlina 11; 
13  kontrolna rastlina 11; 14  kontrolna rastlina 19; 15  kontrolna rastlina 19; 16  kontrolna rastlina 11; 
17  kontrolna rastlina 11; 19  kontrolna rastlina 2; 20  kontrolna rastlina 7; 21  kontrolna rastlina 20; 
22  kontrolna rastlina 21; 23  kontrolna rastlina 2; 24  kontrolna rastlina 7; 25  kontrolna rastlina 20; 
26  kontrolna rastlina 21; 28  kontrolna rastlina 2; 29  kontrolna rastlina 7; 30  kontrolna rastlina 4; 
31  kontrolna rastlina 12; 32  kontrolna rastlina 22; 33  kontrolna rastlina 22; 34  kontrolna rastlina 22; 
35  kontrolna rastlina 22; 36  voda; 37  kontrolna rastlina 2; 38  kontrolna rastlina 7; 39  kontrolna 
rastlina 4; 40  kontrolna rastlina 12; 41  kontrolna rastlina 22; 42  kontrolna rastlina 22; 43  kontrolna 
rastlina 22; 44  kontrolna rastlina 22; 45  voda. 
Ugotovili smo, da sta bila najbolj optimalna načina homogeniziranja 1 in 4. Ta dva načina 
sta bila edina, kjer pri rezultatu ni bilo zaznati pomnožkov moško specifičnih molekulskih 
označevalcev pri ženski rastlini, elektroforezne lise pa so bile najbolj razločne (Slika 13, 
panel A). 
Glede na rezultate smo optimizirali še volumen reakcije PCR ter volumen izolirane DNA, 
ki smo ga uporabili za PCR. Naši vzorci so bili 2 moški (2/1 in No3-38) in 2 ženski 
(81/54-17 in 105/220-100) rastlini. Izbrali smo način homogeniziranja 1 (Preglednica 7), le 
da je bil čas homogenizacije namesto 3 minute le 30 sekund. Sicer je bil celoten postopek 
hitre izolacije DNA in reakcije PCR enak, le da je bil volumen reakcije PCR tokrat 25 μl 
(razpolovljen). Eno ponovitev smo naredili z 1 μl DNA in 24 μl dodane osnovne zmesi za 
PCR, drugo ponovitev pa z 2 μl DNA in 23 μl dodane osnovne zmesi za PCR. Količino 
zmesi za PCR smo zmanjšali oz. povečali na račun manjše oz. večje količine dodane vode 
za PCR, vse ostale komponente za PCR pa so bile v obeh osnovnih zmeseh za PCR v 
enakih količinah. 
Kljub zmanjšanju volumna reakcije PCR, smo dobili jasne rezultate in sta se moška in 
ženska rastlina dobro in očitno ločili (Slika 13, panel B). Pa vendar je bila razlika med 
ponovitvijo 1 (vzorci 1922) in ponovitvijo 2 (vzorci 2326); pri ponovitvi 2 so bile 
elektroforezne lise intenzivnejše. Je pa bila še ena velika pomanjkljivost, in sicer to, da je 
pri obeh dveh ponovitvah pri moških rastlinah manjkala elektroforezna lisa za molekulski 
označevalec 455 (lokacija med prvo in drugo elektroforezno liso, gledano od zgoraj dol). 
Pri naslednjem poskusu vzpostavitve metode hitre izolacije je bil postopek hitre izolacije 
popolnoma enak prejšnjemu, le količina dilucijskega pufra je bila dvojna, torej 200 μl 
namesto 100 μl. Ponovno smo preizkusili, kolikšna količina izolirane DNA je optimalna za 
izvedbo PCR (1 μl ali 2 μl). Reakcije PCR so bile zopet 25 μl, le da smo na račun 
zmanjšanja volumna dodane vode za 0,5 μl povečali volumen zmesi začetnih 
oligonukleotidov za 0,5 μl. Poskusni vzorci so bili 4 moške (2/1, No3-38, 19058 in 63012) 
in 4 ženske (4 rastline sorte Wye Target) rastline. 
Iz Slike 13 (panel C) je razvidno, da pri ponovitvi 1 (vzorci 2835) spola ne bi določili 
pravilno pri 2 od 8 rastlin; 2 moški rastlini (vzorca 28 in 31) bi na podlagi teh rezultatov 
napačno določili kot ženski. Pri ponovitvi 2 (vzorci (3745) je bil slabši rezultat le pri 
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moški rastlini na sliki označeni s 40, a še vedno bi ga v primerjavi z rezultati ženskih 
rastlin določili pravilno kot moškega. Pri obeh ponovitvah je bila zelo slabo vidna 
elektroforezna lisa za molekulski označevalec 124. 
Na podlagi teh rezultatov smo opazili, da se moški spol bolj jasno loči od ženskega pri 
ponovitvi 2, kjer smo za PCR uporabili 2 μl hitro izolirane DNA. 
Pri zadnjem poskusu vzpostavitve metode hitre izolacije smo popolnoma izenačili 
rastlinski material, iz katerega smo izolirali DNA. To smo naredili tako, da smo s pomočjo 
širokega dela nastavka za pipeto za volumen 1.000 μl izrezali del lista (površina 
uporabljenega tkiva je bila torej površina kroga s premerom 8 mm). Za vsako rastlino smo 
uporabili nov neuporabljen nastavek. Vse ostalo je ostalo enako kot pri prejšnjem poskusu 
vzpostavitve metode hitre izolacije. Vključili smo 10 moških (2/1, No3-38, 19058, 63012, 
3/3, 273/110, 21426, 173/132, 41/39 in 305/27) in 10 ženskih (Wye Target, 5 rastlin 
Aurore in 4 rastline Savinjskega goldinga) rastlin hmelja. 
Tokrat za PCR nismo uporabili kar direktno supernatanta, temveč smo 5 μl supernatanta 
redčili v 40 μl vode za PCR in potem za PCR uporabili 2 μl tako redčene izolirane DNA. S 
tem smo DNA redčili približno na 20 ng/μl (nekateri vzorci so imeli večjo, drugi manjšo 
koncentracijo, v povprečju pa je bila koncentracija redčene DNA posameznega vzorca 20 
ng/μl). 
Naredili smo 2 različni osnovni zmesi za PCR oz. 2 ponovitvi. Pri prvi ponovitvi smo 
delali hkratno PCR (glej Preglednico 4: postopek PCR, vzpostavitev metode hitre 
izolacije), pri drugi pa PCR s samo enim molekulskim označevalcem M28 (glej 
Preglednico 4: postopek PCR, PCR z enim molekulskim označevalcem (M28)). 
43 
Sehur P. Določanje spola sejancev hmelja s pomočjo molekulskih označevalcev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
 
Slika 14: Rezultati molekulskega določanja spola kontrolnim rastlinam hmelja v PCR z molekulskim 
označevalcem M28 (vzorci 222) in s hkratno PCR (vzorci 2444). 
Legenda: 1, 23  lestvica DNA; 22, 44  voda; 2  kontrolna rastlina 2; 3  kontrolna rastlina 7; 
4  kontrolna rastlina 4; 5  kontrolna rastlina 12; 6  kontrolna rastlina 1; 7  kontrolna rastlina 11; 
8  kontrolna rastlina 10; 9  kontrolna rastlina 13; 10  kontrolna rastlina 14; 11  kontrolna rastlina 15; 
12  kontrolna rastlina 22; 13  kontrolna rastlina 16; 14  kontrolna rastlina 16; 15  kontrolna rastlina 16; 
16  kontrolna rastlina 16; 17  kontrolna rastlina 16; 18  kontrolna rastlina 23; 19  kontrolna rastlina 23; 
20  kontrolna rastlina 23; 21  kontrolna rastlina 23; 24  kontrolna rastlina 2; 25  kontrolna rastlina 7; 
26  kontrolna rastlina 4; 27  kontrolna rastlina 12; 28  kontrolna rastlina 1; 29  kontrolna rastlina 11; 
30  kontrolna rastlina 10; 31  kontrolna rastlina 13; 32  kontrolna rastlina 14; 33  kontrolna rastlina 15; 
34  kontrolna rastlina 22; 35  kontrolna rastlina 16; 36  kontrolna rastlina 16; 37  kontrolna rastlina 16; 
38  kontrolna rastlina 16; 39  kontrolna rastlina 16; 40  kontrolna rastlina 23; 41  kontrolna rastlina 23; 
42  kontrolna rastlina 23; 43  kontrolna rastlina 23. 
V zgornji in spodnji vrstici na Sliki 14 so se torej ponovili isti vzorci, le da smo spol v 
zgornji vrstici določili le z enim označevalcem, in sicer z M28, v spodnji vrstici pa je bila 
izvedena hkratna PCR s 5 različnimi molekulskimi označevalci. 
Na oba načina je bil spol določen pravilno. Opazimo le, da pri kontrolni rastlini 7 (No3-38) 
s hkratno PCR potrdimo moški spol (gre za vzorec 25), z označevalcem M28 (gre za 
vzorec 3) pa ne. Prav tako pri kontrolni rastlini 16 (Aurora) s hkratno PCR potrdimo ženski 
spol (gre za vzorec 37), z označevalcem M28 (gre za vzorec 15) pa ne. Pri vzorcih 27 in 30 
je bila pri analizi s hkratno PCR odsotna elektroforezna lisa za molekulski označevalec 
455, a sta bili rastlini kljub temu tudi molekulsko nedvomno moškega spola. 
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4.3.1 Preizkus vzpostavljene metode hitre izolacije DNA hmelja v kombinaciji z 
optimizirano hkratno PCR na sejancih hmelja z neznanim spolom 
Vzpostavljeno metodo hitre izolacije DNA (glej podpoglavje 3.2.2.2) in hkratne PCR (glej 
podpoglavje 3.2.4.2.2.1) smo preizkusili na 754 sejancih hmelja z neznanim spolom. Gre 
za generacijo F1 genotipsko različnih križancev točno določenih starševskih rastlin, katerih 
križanje je potekalo v sezoni leta 2014 in sejanci so bili v jeseni 2015 posajeni na 
žlahtniteljske površine Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v Žalcu. V 
prvi sezoni cvetenja (leta 2016) fenotipsko vrednotenje spola ni bilo opravljeno na vseh 
rastlinah, saj je šlo za enoletnike in še niso vsi zacveteli. Rezultati so tako preliminarni, 
niso še končni. Zaenkrat je zacvetelo 720 rastlin, 564 ženskih rastlin in 156 moških rastlin 
hmelja. Molekulsko smo napačno določili spol 21 rastlinam, odstotek napačno določenega 
spola je bil torej enak 3 %. V vseh primerih napačne molekulske določitve spola, smo 
moško rastlino napačno označili kot žensko. 
 
4.4 FENOTIPSKO DOLOČANJE SPOLA SEJANCEV HMELJA 
V poskusnem hmeljišču smo fenotipsko na podlagi morfoloških razlik med generativnimi 
organi v sezoni cvetenja hmelja v letu 2015 določili spol 214 opazovanim rastlinam, 75 
rastlin pa je zacvetelo v sezoni 2016. 6 rastlin (2 %) ni nikoli zacvetelo, saj so bile zakrnele 
v rasti. V prvem letu je tako torej zacvetelo 73 % vseh analiziranih sejancev, v drugem letu 
pa 98 % vseh analiziranih sejancev oz. 100 % vseh zdravih (nezakrnelih v rasti) sejancev. 
Od vseh analiziranih rastlin smo ugotovili, da je bilo 16 % tistih z moškim spolom, vse 
ostale (84 %) so bile ženskega spola. 
Pri drugi skupini sejancev, torej pri križancih iz leta 2014, katerih spol smo zaenkrat 
fenotipsko ovrednotili pri enoletnikih v sezoni 2016, je od skupno 754 sejancev hmelja 
zacvetelo 720 rastlin (95 %), od tega je bilo 564 (78 %) ženskih rastlin in 156 (22 %) 
moških rastlin hmelja. 14 rastlin (2 %) je bilo zakrnelih v rasti, zato niso zacvetele in so 
propadle, 20 rastlin (3 %) pa še ni zacvetelo in bodo predvidoma v letošnji sezoni (2017) 
cvetenja hmelja. Ti rezultati so preliminarni, še niso končni. 
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5. RAZPRAVA 
Metoda za izolacijo celokupne DNA hmelja s CTAB po prirejenem protokolu Kump in 
sod. (1992) se je izkazala za učinkovito za nadaljnje molekulske analize spola. Pri izolaciji 
celokupne genomske DNA za nadaljnje molekulske analize določanja spola smo imeli 
vedno kontrole, in sicer 2 rastlini hmelja moškega spola in 1 rastlino hmelja ženskega 
spola. Če je prišlo pri nadaljnjih analizah določanja spola na podlagi tako izoliranih 
vzorcev do kakšnih nejasnih rezultatov, smo s pomočjo teh kontrol takoj ugotovili, ali je 
bila vzrok kakšna nepravilnost pri sami izolaciji DNA ali pa smo to možnost izključili in je 
bila težava kje drugje. 
Do zdaj so poskušali določati spol pri hmelju na podlagi molekulskih označevalcev že 
večkrat: Polley in sod. (1997) na podlagi RAPD fragmentov, ki so značilni samo za 
kromosom Y moške rastline, Seefelder in sod. (2000) na podlagi spolno specifičnih AFLP, 
RAPD in mikrosatelitskih polimorfizmov, ki se vežejo tako na kromosome X kot tudi Y, 
Danilova in Karlov (2006) pa sta razvila molekulske označevalce z metodo ISSR-PCR, pri 
kateri ni potrebnih nobenih vnaprejšnjih informacij o zaporedju DNA. Od vseh tehnik 
razvoja molekulskih označevalcev za določanje spola pri hmelju pa je bil najbolj obetaven 
razvoj molekulskih označevalcev DArT (Howard in sod., 2011), ki so tudi osnova te 
magistrske naloge. 
Na splošno so v večini primerov molekulski označevalci za spol pri dvodomnih rastlinah 
vezani na moški spol in ne na ženskega (Ainsworth, 2000) in to je veljalo tudi v našem 
primeru pri določanju spola pri hmelju. 
Čerenak in sod. (2015) so bili pri določanju spola samo z označevalcem M28 le 94 % 
uspešni. Mi smo sicer z enim molekulskim označevalcem (M28) uspešno določili spol 
rastlinam hmelja, a prav tako ne čisto v vseh primerih. Moški kontrolni rastlini No3-38 z 
molekulskim označevalcem M28 nismo določili moškega spola (Slika 14), a najbrž je 
vzrok japonski izvor rastline in s tem tudi drugačen genotip. Nasprotno pa smo spol 
pravilno določili moški rastlini hmelja 19058 (Slika 14), kljub temu, da tudi ta izvorno ni 
evropski, temveč ameriški (McAdam in sod., 2013; Škof in sod., 2012b). Evropskim 
sortam smo spol z molekulskim označevalcem M28 določili pravilno, le pri eni ženski 
rastlini sorte Aurora je bila vidna šibka elektroforezna lisa specifična za moški spol, a smo 
to pripisali kontaminaciji (kljub pazljivosti pri delu), saj so bile v isti poskus vključene še 3 
rastline sorte Aurora, pri katerih pa je bil spol nedvomno ženski (Slika 14) in tako ne 
najdemo druge razlage. 
Pričakovano je bilo, da bo večji odstotek pravilno določenega spola z molekulskimi 
označevalci, če se bo za določanje spola posamezne rastline uporabilo več molekulskih 
označevalcev hkrati, saj so bili pri analizi spola z dvema različnima molekulskima 
označevalcema veliko uspešnejši pri določanju spola hmelja kot pri analizi s samo enim 
moško specifičnim molekulskim označevalcem (Čerenak in sod., 2015; Škof in sod., 
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2012b). Čerenak in sod. (2015) ter Škof in sod. (2012b) so molekulske označevalce DArT 
z znanim nukleotidnim zaporedjem uspešno pretvorili v molekulske označevalce SCAR in 
z njimi skušali optimizirati hkratno PCR. To jim je uspelo le za 3 molekulske označevalce. 
Mi smo uspešno vpeljali hkratno PCR za 5 molekulskih označevalcev z različno dolgimi 
pomnožki; štirje so bili moško specifični, eden pa je bil spolno nespecifičen, saj izvira iz 
kloroplastne DNA, zato se je namnožil tako pri moških kot tudi pri ženskih rastlinah 
hmelja. Spolno nespecifičen molekulski označevalec je bil indikator uspešno izvedene 
PCR, saj je moral biti njegov pomnožek prisoten prav pri vseh rastlinah, tudi pri ženskih. 
Če temu ni bilo tako, je bil to znak, da rezultati zelo verjetno niso bili pravilni in smo to 
analizo ponovili. Ker smo imeli 4 moško specifične molekulske označevalce, od katerih se 
po navadi vsaj trije namnožijo pri vsakem moškem osebku hmelja, smo kljub izpadu 
kakšnega od pomnožkov uspešno določili moški spol rastline. 4 moško specifične 
molekulske označevalce smo torej imeli zato, ker določene rastline hmelja glede na 
geografski izvor (japonski in ameriški) nimajo tarčnega DNA zaporedja za začetne 
oligonukleotide določenih molekulskih označevalcev in posledično se določen molekulski 
označevalec ne pomnoži (Čerenak in sod., 2015; McAdam in sod., 2013; Škof in sod., 
2012b). Kot takšen se je tekom raziskave najbolj izkazal molekulski označevalec 455. Pa 
vendar smo s hkratno PCR tudi v takšnem primeru izpada določenega pomnožka pravilno 
določili moški spol s pomočjo ostalih molekulskih označevalcev, ki pa so se namnožili, saj 
nikoli ni prišlo do izpada več kot enega pomnožka. 
Ponekod so se nam pojavili nespecifični pomnožki. Teh je bilo dosti manj od specifičnih, 
elektroforezne lise so bile šibkejše, tako da to ni vplivalo na našo interpretacijo rezultatov. 
Vzrok za pojav nespecifičnih pomnožkov bi teoretično lahko bilo premajhno število 
ponovljenih ciklov v napravi za PCR, prekratek čas podaljševanja DNA, predolg čas 
prileganja začetnih oligonukleotidov ali prenizka temperatura v tem delu cikla ter napačno 
izračunana temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov (PCR Troubleshooting, 
2017). Kaj je bil dejanski vzrok, nismo raziskali, saj so se nespecifični pomnožki pojavili 
samo pri nekaterih rastlinah, pa še tam niso bili moteči za pravilno določitev spola. 
Pri vpeljavi hkratne PCR smo sicer najprej poskusili narediti ločene reakcije PCR za vsak 
molekulski označevalec posebej, in ker smo bili pri tem uspešni, smo testirali DNA za vse 
molekulske označevalce hkrati v eni reakciji. Tudi pri tem delu smo bili sicer uspešni, a 
smo morali še optimizirati koncentracije dodanih začetnih oligonukleotidov ter v program 
hkratne PCR vpeljati PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov, da 
so se nam vsi molekulski označevalci namnožili v enaki meri in so bile posledično vse 
elektroforezne lise prisotne in primerljive. S PCR s padajočo temperaturo prileganja 
dosežemo, da se začetni oligonukleotidi najprej vežejo z matrično DNA zelo specifično. 
Čeprav potem temperatura z vsakim ciklom pada na temperaturo, pri kateri po navadi 
prihaja do nespecifičnega pomnoževanja, je naš želen pomnožek v prednosti, saj se je že 
pomnožil v prvih ciklih amplifikacije (Don, 1991; Roux, 1994; Hecker in Roux, 1996). 
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Ker je bil naš cilj tudi čim ceneje molekulsko določati spol, smo tudi zmanjševali volumen 
celotne reakcije PCR tekom optimizacije. Dokazali smo stabilnost in ponovljivost vpeljane 
metode hkratne PCR (Slika 11). 
Uspešno vpeljano metodo hkratne PCR smo preizkusili na 295 sejancih hmelja z neznanim 
spolom iz 15 različnih družin križanja in bili pri določanju spola 99,7 % uspešni 
(Preglednica 6), pri 1 rastlini smo namreč molekulsko napačno določili spol. Napako med 
fenotipsko in molekulsko določenim spolom tega vzorca smo si razlagali na več načinov. 
Obstaja možnost tehnične napake, da so delavci IHPS pri sajenju rastlin v poskusno 
hmeljišče ob velikem številu sejancev kljub izredni pazljivosti pomešali kakšno rastlino. 
Tega nismo preverili, hkrati pa je to zelo malo verjetno, ker kot je opisano ob Sliki 12 se je 
dvoumen rezultat pojavil pri večih rastlinah, ki pa smo jim na podlagi takšnega enakega 
rezultata vedno pravilno določili ženski spol; napačno smo sklepali na ženski spol le v tem 
enem primeru. 
Da se je takšen rezultat pojavil pri večih ženskih rastlinah (torej, da so bile prisotne šibke 
elektroforezne lise za moško specifične molekulske označevalce kot je prikazano na Sliki 
12), si lahko razlagamo s tem, da obstaja možnost, da je prišlo tekom dela do kakšne 
kontaminacije DNA ženske rastline z DNA moške rastline in je zato v procesu PCR prišlo 
do amplifikacije, ki pa je kot rezultat dala le šibke elektroforezne lise za moško specifične 
molekulske označevalce, saj je v takšnem primeru v vzorcu še vedno prevladovala DNA 
ženske rastline, kjer ni prišlo do specifične amplifikacije. Lahko pa, da za napako ni bil 
kriv človeški faktor. V tem primeru je napaka mogoče posledica rekombinacije, ki je vzrok 
za prisotnost dotičnega odseka DNA iz starševske moške rastline tudi pri DNA sejanca 
hmelja, ki je bil sicer ženskega spola. Za potrditev domnev bi bilo potrebno ponoviti 
analizo omenjene rastline. Vsekakor pa je do namnoževanja moško specifičnih 
molekulskih označevalcev prihajalo tudi pri vzorcih rastlin hmelja ženskega spola, zato 
smo potrdili drugo hipotezo. 
Zaradi te molekulsko napačno določene rastline ženskega spola smo torej sklepali, da nam 
ta metoda ne zagotavlja povsem 100 % uspešnosti določanja spola pri sejancih hmelja, ker 
obstaja možnost človeške napake, prav tako pa obstaja tudi možnost rekombinacije, zato je 
bil ta odstotek dejansko za 0,3 % manjši. Pri določanju spola na podlagi molekulskih 
označevalcev smo bili zato 99,7 % zanesljivi, kar pa je za praktično uporabo v žlahtnjenju 
hmelja izredno visok odstotek. Zaradi teh rezultatov smo potrdili prvo hipotezo, a ovrgli 
četrto. 
Ker je pri protokolu za izolacijo s CTAB prirejenem po Kump in sod. (1992) potreben en 
delovni dan za izolacijo DNA približno 30 rastlin, šele naslednji dan pa se opravi analizo 
določanja spola na podlagi molekulskih označevalcev, smo razvili hitro izolacijo DNA in s 
tem omogočili, da se lahko v enem delovnem dnevu izolira DNA in molekulsko določi 
spol vsaj 40 rastlinam hmelja. Hitra izolacija DNA pri hmelju do sedaj še ni bila opisana. 
Mi smo jo uspešno vpeljali in tako skrajšali čas pridobivanja DNA za nadaljnje analize, a 
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se nismo mogli popolnoma izogniti nevarnim kemikalijam; v naš protokol so bili še vedno 
vključeni ß-merkaptoetanol in jeklene kroglice pri homogenizaciji, saj nam zaenkrat še ni 
uspelo razviti protokola, da bi se temu izognili kot je to uspelo Yari in sod. (2013) pri 
sejancih riža. Osnovni dilucijski pufer v naši raziskavi sestoji ravno tako kot pri raziskavi 
Yari in sod. (2013) iz EDTA in Tris-HCl, prav tako je zelo podoben potek dela. Za hitro 
izolacijo DNA smo vedno izbirali najmlajše možne zdrave liste, saj je pri starejših listih 
prisotnih več sekundarnih metabolitov, ki pa otežujejo uspešno hitro izolacijo DNA 
(Lodhi, 1994; Rathnayake, 2014; Khanuja in sod., 1999). S preizkušanjem smo prišli do 
optimalnega načina homogeniziranja rastlinskega tkiva za izolacijo DNA (30 sekund 
homogeniziranja pri frekvenci 10/s na homogenizatorju, površina uporabljenega 
rastlinskega tkiva ustreza površini kroga s premerom 8 mm), optimalnega volumna in 
sestave dilucijskega pufra (200 μl z že dodanima 2 μl ß-merkaptoetanola), optimalne 
količine dodane izolirane DNA za izvedbo hkratne PCR (2 μl redčene na koncentracijo 
20 ng/μl) in optimalnega volumna celotne reakcije PCR (10 μl). Zadostili smo osnovnim 
lastnostim hitre izolacije DNA, razen neuporabe nevarnih kemikalij (ß-merkaptoetanol) in 
nevsakdanjih laboratorijskih pripomočkov (jeklene kroglice), saj je naša vpeljana metoda 
hitra, učinkovita in poceni, kakovost izolirane DNA pa je sodeč po rezultatih na primernem 
nivoju za uspešno izpeljane DNA analize (Xu in sod., 2005). 
Po dosedajšnjih preliminarnih rezultatih preizkusa metode hitre izolacije DNA v 
kombinaciji s hkratno PCR na sejancih hmelja z neznanim spolom smo bili za 2,7 % manj 
uspešni, kot pa če smo za pridobitev matrične DNA uporabili daljšo metodo izolacije DNA 
s CTAB. Še vedno je odstotek pravilno določenega spola z molekulsko analizo 97 %, kar 
je zelo dobro, a se bo verjetno izkazalo (ko bomo imeli končne rezultate, torej ko bo vsem 
sejancem določen spol še fenotipsko), da tiči vzrok za manjši delež zanesljivosti v metodi 
hitre izolacije DNA in bi bilo morda smiselno metodo še malenkost izboljšati oz. 
optimizirati. 
Glede na rezultate smo potrdili tretjo hipotezo, saj do sedaj še ni bilo razvite in opisane 
tako natančne, za izvedbo nezahtevne, hitre, učinkovite in poceni metode za določanje 
spola pri sejancih hmelja, ki se je brez težav aplicirala v rutinske laboratorijske analize za 
analizo spola več tisočih vzorcev hmelja na sezono. Te analize bodo pomembno vplivale 
na proces žlahtnjenja hmelja, predvsem na zmanjšanje stroškov, ki so do sedaj nastajali 
zaradi obdelave nasadov hmelja in pravočasnega preprečevanja cvetenja moških rastlin v 
nasadu. Raziskava uvaja molekulske označevalce direktno v žlahtniteljski program 
(Čerenak in sod., 2015; Škof in sod., 2012b). 
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6. SKLEPI        
 Z moško specifičnim molekulskim označevalcem M28 spol ni tako zanesljivo 
določen kot s kombinacijo večih moško specifičnih molekulskih označevalcev, saj 
se M28 ne namnoži pri vseh rastlinah z neevropskim poreklom (japonski in 
ameriški). 
 Vpeljana metoda hkratne PCR s 5 molekulskimi označevalci je dokazano stabilna 
in ponovljiva. 
 S hkratno PCR s 5 molekulskimi označevalci (od tega 4 moško specifični: 124, 
229, 366, 455) smo bili pri določanju spola 295 sejancev hmelja iz 15 različnih 
družin križanja 99,7 % uspešni, pri 1 rastlini smo namreč molekulsko napačno 
določili spol. Obstaja možnost človeške napake, prav tako pa obstaja tudi možnost 
rekombinacije. 
 Uspešno smo vpeljali protokol za hitro izolacijo DNA, ki do sedaj pri hmelju še ni 
bila opisana.  
 Preliminarni rezultati preizkusa hkratne PCR na podlagi matrične DNA, ki je bila 
izolirana z vpeljanim protokolom hitre izolacije, kažejo na 2,7 % slabšo 
zanesljivost določanja spola kot v primeru, če je DNA izolirana po daljšem 
protokolu s pufrom CTAB. 
 Vsi štirje uporabljeni moško specifični molekulski označevalci so vezani na moški 
spol, a ne pri čisto vseh genotipih hmelja, ki so bili vključeni v našo raziskavo. 
Včasih je prišlo do izpada kakšnega od moško specifičnih molekulskih 
označevalcev pri kateri od moških rastlin (največkrat se je to zgodilo pri 
molekulskem označevalcu 455), a še vedno so se namnožili preostali trije.  
 Pri posameznih poskusih optimizacije metode in v večih primerih določanja spola 
sejancev hmelja smo opazili pri ženskih rastlinah pomnožke moško specifičnih 
molekulskih označevalcev, katerih elektroforezne lise so bile zelo šibke. Vzrok za 
to amplifikacijo, ki sicer za ženske rastline ni značilna, so lahko človeške oz. 
tehnične napake ali pa rekombinacija. 
 Nespecifični pomnožki so se pojavili zelo redko, pa še takrat jih ni bilo veliko in je 
bila intenziteta njihovih elektroforeznih lis veliko šibkejša od intenzitete 
elektroforeznih lis specifičnih molekulskih označevalcev.  
 Razvita hkratna PCR in hitra izolacija DNA sta pospešili proces žlahtnjenja hmelja 
na račun zgodnejšega in hitrejšega določanja spola sejancev hmelja kot je sicer s 
fenotipskim določanjem na podlagi morfoloških razlik med generativnimi organi. 
Vpeljava teh metod je hkrati omogočila zmanjšanje stroškov in obsega dela. 
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7. POVZETEK 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je gospodarsko pomembna dvodomna rastlinska vrsta iz 
družine Cannabaceae (konopljevke), ki ima največjo uporabnost v pivovarski industriji. 
Čeprav so z vidika žlahtnjenja moške rastline hmelja izredno pomembne, pa so z vidika 
gospodarstva nezaželene v hmeljiščih, ekonomsko vrednost imajo namreč samo neoplojena 
ženska socvetja, tako imenovani hmeljevi storžki. 
Pri žlahtnjenju je izrednega pomena pravočasno določanje spola sejancev hmelja, da se 
sejance moškega spola odstrani od pridelovalnih hmeljišč oz. posadi na drugo lokacijo, s 
čimer se onemogoča raznašanje peloda in neželena osemenjenost pridelka hmelja. Do sedaj 
je bilo to s 100 % zanesljivostjo mogoče le fenotipsko na podlagi morfoloških razlik med 
generativnimi organi v času cvetenja, to pomeni po vsaj dveh letih rasti hmelja v nasadih. 
Z uporabo molekulskih označevalcev DArT je to zdaj mogoče s podobno visoko 
zanesljivostjo že prej v zgodnji fazi rasti, v fazi sejancev. 
V tem magistrskem delu smo najprej poskusili določiti spol sejancev hmelja z že 
optimizirano metodo za uporabo moško specifičnega molekulskega označevalca M28. Ker 
uporaba samo tega molekulskega označevalca ne nudi 100 % zanesljivih rezultatov pri 
določanju spola, saj se ne namnoži pri določenih rastlinah z neevropskim poreklom, smo 
vpeljali hkratno PCR za 5 molekulskih označevalcev za spol pri hmelju, od katerih so kar 
štirje moško specifični, eden pa je vezan na kloroplastno DNA in ni spolno specifičen, se 
namnoži tako pri moških kot tudi ženskih rastlinah in potrjuje uspešnost same reakcije. 
Pri vpeljavi hkratne PCR smo najprej naredili ločene reakcije PCR za vsak molekulski 
označevalec posebej, in ker smo bili pri tem uspešni, smo analizirali spol s petimi 
molekulskimi označevalci hkrati v eni reakciji. Tudi pri tem delu smo bili sicer uspešni, a 
smo morali še izpopolniti metodo, da so se nam vsi molekulski označevalci namnožili v 
enaki meri in so bile posledično vse elektroforezne lise prisotne in primerljive, zato smo 
optimizirali koncentracije dodanih začetnih oligonukleotidov ter v program hkratne PCR 
vpeljali PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov. S PCR s 
padajočo temperaturo prileganja smo dosegli bolj specifično vezavo začetnih 
oligonukleotidov na matrično DNA in zmanjšali verjetnost nastanka neželenih 
nespecifičnih pomnožkov. Ker je bil naš cilj tudi čim ceneje molekulsko določati spol, smo 
tudi zmanjševali volumen celotne reakcije PCR tekom optimizacije, saj so kompleti za 
PCR dragi. 
Uspešno vpeljano metodo hkratne PCR smo preizkusili na sejancih hmelja z neznanim 
spolom iz 15 različnih družin križanja in bili pri določanju spola 99,7 % uspešni, pri 1 
rastlini smo namreč molekulsko napačno določili spol, saj obstaja možnost človeške 
napake, prav tako pa obstaja tudi možnost rekombinacije. Dokazali smo tudi stabilnost in 
ponovljivost metode. 
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Še vedno pa je bila časovno zamudna izolacija DNA, zato smo s preizkušanjem vpeljali 
tudi protokol za hitro izolacijo DNA, ki ga pri hmelju do sedaj ni opisal še nihče. To 
metodo hitre izolacije DNA smo v kombinaciji s hkratno PCR preizkusili na sejancih 
hmelja z neznanim spolom in preliminarni rezultati nam kažejo, da je odstotek molekulsko 
pravilno določenega spola manjši (97 %) kot če smo za pripravo matrične DNA uporabili 
metodo za izolacijo DNA s CTAB, a še vedno zelo visok. 
Z našim delom smo pomembno vplivali na proces žlahtnjenja hmelja. Identifikacija 
moških rastlin je sedaj hitrejša, cenejša in omogočena v zgodnji fazi rasti oz. v fazi 
sejancev, zanesljivost določanja spola pa je povsem primerljiva s fenotipskim določanjem 
spola na podlagi morfologije cvetov. 
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